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Die Konstitution des Anserins. 
2. Mitteilung. 


Von 


Werner Keil. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. November 1929.) 


Von Ackermann und seinen Mitarbeitern wurde vor kurzem 
aus der Muskulatur der Gans ein eigentiimlicher Stoff von der 
Formel C,,H,,N,0, isoliert, dem der Name Anserin gegeben wurde.’) 
Durch weitere Untersuchungen wurde auf die nahe Verwandtschaft 


des Anserins mit dem Carnosin hingewiesen.’) + 


Das Carnosin, C,H,,N,O,, hat nach den Untersuchungen von 
Gulewitsch, Baumann und Ingvaldsen, Barger und Tutin 
die Konstitution J. Es wurde in der Muskulatur aller darauf unter- 
suchten Saiugetiere zu ungefahr 0,1—0,3°/, gefunden.*) — Durch 
colorimetrische Untersuchungen wurde wahrscheinlich gemacht, dab 
es sich bei einigen Vogelarten findet, bei anderen jedoch nicht.*) 
Bisher ist man sich iiber die physiologische Funktion des Carnosins 
ebensowenig wie iiber die des Anserins im klaren. Das Vor- 
kommen bzw. Fehlen dieser offenbar konstitutionell sehr ahnlichen 
Stoffe bei den verschiedenen Tierklassen — die ja einen charak- 
teristischen und leidlich durchforschten Stoffwechselmechanismus 
zeigen — gab AnlaB zu der Hoffnung, einiges Licht auf ihr 
Verhiltnis im intermediiren Stoffwechsel zu werfen. — Die vor- 
laufigen Untersuchungen stellten folgendes sicher; es findet sich: 
Bei Siugetieren Carnosin, aber kein Anserin; bei Vogelarten 


1) Ackermann, Verb. d. physik. med. Ges. Wiirzburg Bd. 53, Nr. 2 
(12. VII. 1928); Ackermann, Timpe u. Poller, Diese Zs. Bd. 183, 5. 1 
(1929). 

*) W. Linneweh, Keil u. F. A. Hoppe-Seyler, Diese Zs. Bd. 183, 
S. 11 (1929). 

*) Vel. M. Guggenheim, Die biogenen Amine. (Julius Springer, 
Berlin.) 

4) Clifford, Biochemical Jl. Bd. 15, S. 725 (1921). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXYVII. 





4 Werner Keil, 
Anserin, vielleicht auch Carnosin'); bei Reptilien mitunter Anserin 
zusammen mit Carnosin (Krokodil)'), mitunter aber auch nur Carno- 
sin Python?) und Boa).})) 
Prinzipielle Vorbedingung fiir diese Untersuchungen war die 
: ixenntnis des konstitutionellen Unterschieds zwischen Carnosin und 
Anserin. Die Formel des Anserins zeigt eine CH,-Gruppe mehr 
als die des Carnosins. DaB es sich um ein Methylcarnosin handeln 
kann, wurde schon in den oben zitierten Arbeiten ausgefiihrt. 
Kin Hinweis auf die Stellung der Methylgruppe ergab sich aus 
folgender Beobachtung: Bei der Hydrolyse mit Baryt lieferte Anserin 
f-Alanin und ein an einem Imidazolstickstoff methyliertes Histidin. 
DaB die Methylgruppe sich an einem Stickstoffatom des Imidazol- 
ringes sowohl bei diesem Spaltprodukt als auch bei dessen Mutter- 
substanz, dem Anserin, befindet, geht u.a. daraus hervor, daB bei 
beiden Kérpern die Paulysche Diazoreaktion negativ ist. — 
Danach diirfte dem Anserin eine der Formel II, III, IV oder V 
entsprechende Konstitution zukommen. Ks handelt sich somit um 
ein Dipeptid aus #-Alanin und @-Amino-f-[N-Methyl-4-Imidazoly]) 
propionsaure, baw. «-Amino-/-{ N-Methyl-5-Imidazoly] |propionsiure. 


HC C—CH,-CH-COOH HC =C-CH,-CH - CO 
| | | | | | | : 
N NH NH CH,+N N NH, NH-CH,+CH,+COl 7 
SC — 
H OC-CH,+-CH,-NH, H 
I II 
HC C-CH,+-CH - CO HC———C-CH,-CH-COOH 
| 


: | fe’ i | | | 
N N-CH, NH, NH-CH,-CH,-COOH  CH,-N N NH 
H H OC-CH,-CH,+\ — 
IT] IV 
HC C-CH, -CH-COOH 


| 


| | | 
N N-CH, NH 


il OC-CH,-CH,-NH, 
V 
Der erste Teil der vorliegenden Untersuchung zielt daraut 
hin, die Art der Peptidbindung in der Seitenkette zu klaren 


') Ackermann a.a.O.; ferner F. A. Hoppe-Seyler, W. Linneweh 
u. F. Linneweh, Diese Zs. Bd. 184, S. 276 (1929). Neuerdings ist auch im 
Gulewitsehschen Laboratorium das Vorkommen des Anserins im Hiihner- 
feisch durch N. Tolkatschewskaia bestitigt, vgl. Diese Zs. Bd. 185, 
S. 28 (1929). 


2) Keil, W. Linneweh u. Poller, Zs. Biol. Bd. 86, S. 187 (1927). 
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Die Konstitution des Anserins. 3 


(Formel II, II oder IV, V). — Die gewiinschte Entscheidung 
wurde auf folgende Weise erbracht: 

y-Trinitrotoluol hat bekanntlich die EKigenschaft, sich mit 
Aminogruppen — und zwar nur mit solchen — umzusetzen?), Diese 
Reaktion wurde schon bei der Konstitutionaufklirung des Carnosins 
nach Barger und Tutin benutzt: 

R-NH, + C,H.CH,(NO,), —»> R-NHC,H,CH,(NO,), . 

Die entstandenen Verbindungen sind so stabil, dab’ beim 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure der Dinitrotoluylrest nicht 
abgespalten wird. Ein solches Kupplungsprodukt mit Anserin 
miiBte, falls Formel IV oder V zu Recht besteht, bei der Hydrolyse 
3-Dinitrotoluylalanin liefern; falls Formel II oder ILI zu Recht be- 
steht, dagegen «-Dinitrotoluylmethylhistidin liefern. 

Wie erwartet, gab Anserin ohne Schwierigkeiten eine Ver- 
bindung mit y-Trinitrotoluol. Beim Kochen mit verdiinnter Schwefel- 
siure entstand neben Methylhistidin ?-Dinitrotoluylalanin, das 
wegen seiner charakteristischen Léslichkeit in Ather leicht isoliert 
werden konnte. Nach dem Umkrystallisieren zeigte es sich als 
durchaus identisch mit einem aus /-Alanin und y-1'rinitrotoluol 
dargestellten Priparat (Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, Analyse). 
Somit ist fiir die Seitenkette des Anserins die Konstitution ent- 
sprechend Formel IV bzw. V festgelegt. 

Der zweite Teil der Konstitutionsaufklarung beschiiftigt sich 
mit der Stellung des Methyls im Imidazolring. Anserin gibt bei 
der Destillation tiber Natronkalk ein Dimethylimidazol.”) Auf 
Ggrund seiner Higenschaften kann dies ein 1,4-Dimethylimidazol 
(Formel VI) oder ein 1,5-Dimethylimidazol (Kormel VII) sein. 


CH,-C-——-CH HC-——C-CH, 
| | | | 
N N-CH, N  N.-CH, 
H H 
VI Vil 


Die friither oft geiiuBerte Ansicht, daB diese beiden Isomeren 
identisch seien, bzw. daB eine Wanderung der am Stickstoffatom 
haftenden Gruppe statifinden kénne, wurde von Pyman wider- 
legt. Pyman?) gelang es, eine Anzahl disubstituierter Imidazole 





1) Hepp, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 215, S. 366 (1882); Barger u. 
Tutin, Biochemical Jl. Bd. 12, S. 402 (1918). 
3) W. Linneweh, Keil u. F. A. Hoppe-Seyler, Diese Zs. Bd. 183, 
S. 11 (1929). 
*) Pyman, Jl. chem. Soc. Bd. 121, S. 2616 (1922); Bd. 127, S. 573 
(1925); Bd. 127, 8. 581 (1925). 
1? 
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herzustellen, bei denen je ein Substituent an einem Kohlenstoffatom 
an elnem Stickstoffatom sich befindet. Bei saimtlichen Verbin- 
dungen gliickte ihm die Isolierung der zwei Isomeren. Durch Auf- 
sprengung des Imidazolringes, auch durch entsprechende Synthesen, 
konnte er die Stellung der Substituenten genau beweisen. 

Fiir die vorliegende Arbeit war es von Wichtigkeit, daB von 
Pyman zwei isomere Dimethylimidazole synthetisiert waren, 
denen die Formel VI und VII zukommen muBte. Das aus dem 
Anserin gewonnene Dimethylimidazol zeigte sich nun vollig gleich 
mit dem 1,5-Dimethylimidazol (Formel VII). Die Schmelzpunkte 
der Chloroaurate und Pikrate sowie ihre Mischschmelzpunkte 
dienten als Beweis fir die Identitit. Somit ist fiir Anserin 
die Formel V sichergestellt. 


Experimenteller Teil. 


Kupplung von Anserin mit y-Trinitrotoluol. 


0,6 g Anserin in einer zur Lésung gerade ausreichenden 
Menge warmen Wassers wird mit 0,4 g y-Trinitrotoluol, in 
warmem Methylalkohol gelést, versetzt. Man kocht etwa eine 
Stunde unter RiickfluB. Die tiefgelbe Fliissigkeit: wird dann auf 
dem Wasserbade eingedampft. Der amorphe, etwas schmierige 
braungelbe Riickstand wird durch AufgieBen von Alkohol und 
abermaliges Abdampfen getrocknet. Die zuriickbleibende Masse 
wird wiederholt mit Ather ausgezogen, um das _ iiberschiissige 
Trinitrotoluol zu entfernen. Der dunkelgelbe Riickstand — eine 
salzartige Verbindung von Dinitrotoluylanserin mit Anserin — 
wird in wenig warmem Wasser geliést. Das Dinitrotoluylanserin 
wird dann mit Essigsdiure als ziihes, in der Kalte zu einer 
sproden amorphen Masse erstarrendes Ol gefillt. Das in Ather 
und in kaltem Alkohol schwer lésliche Produkt konnte nicht 
krystallisiert erhalten werden. — (Aus der Mutterlauge kann der 
nicht zur Reaktion verbrauchte Anteil des Anserins leicht zu- 
riickgewounen werden, indem die essigsaure Lésung mit Phosphor- 
wolframsiure gefillt wird. Aus dem Phosphorwolframat wird 
das Anserin dann in iiblicher Weise regeneriert und gereinigt.) 


Spaltung des Dinitrotoluylanserins. 


Das oben gewonnene Dinitrotoluylanserin wird mit etwa 
20 ccm 30°/ iger Schwefelsiure 4 Stunden unter RiickfluB gekocht, 
wobei nach kurzer Zeit eine gelbe, klare Lésung entsteht. Nach 
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dem Erkalten schiittelt man mit Ather aus der sauren Flissig- 
keit das entstandene -Dinitrotoluylalanin aus. Mit wenig Ammo- 
niumcarbonatlésung wird dieses dem Atherextrakt wieder ent- 
zogen. Die basische waBrige Lésung wird nun mit verdiinnter 
Schwefelsiture angesiuert; das ausfallende #-Dinitrotoluylalanin 
wird abfiltriert (etwa 120 mg). Die Substanz wird aus 30°/,igem 
Athylalkohol umkrystallisiert. 


4,884 mg Substanz gaben 8,015 mg CO, und 1,79 mg H,0. 


5,860 ing " » 0,804 eem N (748 mm, 20°). 
C,,H,,N,;0, (269,1) Ber. C 44,59°/, H 4,12°/, N 15,56°/, 
Gef. ,, 44,76 » £0 » 15,42 


Das umkrystallisierte und getrocknete #-Dinitrotoluylalanin 
bildet feine gelbe Nadelchen; es schmilzt bei 165° (Barger und 
Tutin 166°). Ein aus synthetischem $-Alanin zum Vergleich 
hergestelltes Praparat zeigt denselben Schmelzpunkt, ebenso ein 
Gemisch des aus Anserin erhaltenen und des synthetisch her- 
gestellten K6rpers. 


1,4- und 1,5-Dimethylimidazol. 


4-Methylimidazol’) wird nach Pyman in Benzollésung mit 
Jodmethyl methyliert und das Gemisch von 1,4- und 1,5-Di- 
methylimidazol vom unveranderten 4-Methylimidazol durch Destil- 
lation getrennt. 

Zur Isolierung des 1,5-Dimethylimidazols wird die Frak- 
tion, die zwischen 190 und 230°?) iibergeht, durch Zugabe von 
alkoholischer Pikrinséure als Pikrat ausgefillt. Das Pikrat wird 
6—8mal aus siedendem Wasser umkrystallisiert. Die blittchen- 
formigen Krystalle, denen noch immer etwas von dem 1,4-Di- 
methylimidazolpikrat beigemengt ist, werden zur weiteren Reinigung 
in tiblicher Weise in das Chloroaurat umgewandelt. Dieses wird 
zweimal aus verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert. Das Chloro- 
aurat zeigt jetzt den fiir 1,5-Dimethylimidazolchloroaurat ver- 
langten Schmelzpunkt von 227° (unkor.) (Pyman 219—220°). 

13,32 mg Substanz gaben 6,00 mg Au. 

C,H,N,HAuCl, (436,1) Ber. Au 45,22°/, Gef. Au 45,089, . 





') Dargestellt aus Dioxyaceton, Zinkammoniak und Formaldehyd, vgl. 
Bernauer, Diese Zs. Bd. 183, 8S. 67 (1929). — Das bendtigte Dioxyaceton 
verdanke ich Herrn Dr. Reinwein, Wiirzburg, wofiir ich ihm auch an 
dieser Stelle danken méchte. 

2) Pyman trennt die Isomeren durch etwa 12malige fraktionierte 
Destiliation. Da mir nur etwa 6 g des Gemisches zur Verfiigung standen, 
muBte ich die nachstehende Methode zur Trennung verwenden. 
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Zur Isolierung des 1,4-Dimethylimidazols wird das durch 
Destillation erhaltene Gemenge der beiden Isomeren in Salzsiiure 
gelést und als Chloroaurat gefallt. Dieses wird etwa dreimal 
aus etwas mehr als der zur Lésung notwendigen Menge siedender 
verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert. Die Mutterlaugen, die 
hauptsiichlich das 1,4-Dimethylimidazol enthalten, werden auf 
dem Wasserbade bis fast zur Trockne eingedampft, das beim Er- 
kalten auskrystallisierende Chloroaurat wird wieder in etwas mehr 
als zur Lisung notwendigen Menge kochender verdiinnter Salz- 
siure gelést. Das in der Kilte auskrystallisierende Chloroaurat 
filtriert man ab; man dampft die Mutterlauge zur Krystallisation 
ein. Das jetzt auskrystallisierende Chloroaurat ist reines 1,4-Di- 
methylimidazolchloroaurat; es zeigt einen Schmelzpunkt von 137 
bis 138° (unkor.) (Pyman 137—138°). 

15,55 mg Substanz gaben 7,00 mg Au. 

C,;H,N,HAuCl, (436,1) Ber. Au 45,22°), Gef. Au 45,02°/,. 

Das aus Anserin durch Destillation iiber Natronkalk ge- 
wonnene Dimethylimidazol wird, wie friiher beschrieben, ins 
Chloroaurat verwandelt. Dieses zeigt fast denselben Schmelz- 
punkt wie das Chloroaurat des 1,5-Dimethylimidazols, nimlich 
224°. Der Mischschmelzpunkt mit dem Chloroaurat von 1,5-Di- 
methylimidazol liegt bei 224°, zeigt also keine Depression. 

Aus dem aus Anserin gewonnenen Chloroaurat wird in 
iiblicher Weise das Pikrat hergestellt. Die gelben Nadeln schmelzen 
bei 169°, bei derselben Temperatur, die Pyman und auch ich 
fiir das synthetisch gewonnene 1,5-Dimethylimidazolpikrat fanden. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem synthetischen 1,5-Dimethylimid- 
azolpikrat ist unveriindert bei 169°. 

Wiihrend die Schmelzpunkte von Gemischen der Chloro- 
aurate und Pikrate von dem Dimethylimidazol aus Anserin und 
von dem synthetischen 1,5-Dimethylimidazol keine Depression 
aufweisen, ist dagegen eine solche bei Gemischen der Chloro- 
aurate und Pikrate von dem Anserin-Dimethylimidazol und vom 
1,4-Dimethylimidazol sehr deutlich (Pikrat etwa 1:1 Schmelzp.151°, 
Chloroaurat etwa 1:1 Schmelzp. 176°). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche ich 
fiir Beihilfen zur vorliegenden Untersuchung meinen ergebensten 


Dank aus. 
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Uber die Vergarung von Dioxyaceton.'’ 
Von 


Artturi I. Virtanen, H. Karstrém und 0. Turpeinen. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Laloratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., Helsinki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1929.) 


Hefe vergirt im allgemeinen Dioxyaceton nur sehr schwach 
zu Alkohol. Verschiedene Forscher iiber dieses Thema wider- 
sprechen sich, indem einige eine Vergiirbarkeit des Dioxyacetons 
beobachtet, andere dagegen sie vermiBt haben. Die Abweichung 
in den Beobachtungen beruht wahrscheinlich auf Unterschieden 
zwischen den verwendeten Heferassen. Nach Neuberg und 
Gottschalk’), welche Erfahrungen mit verschiedenen Heferassen 
gemacht haben, ist die Vergiirung von Dioxyaceton stets so 
schwach, daB sie nicht mit der Vergiirung der Hexosen zu ver- 
gleichen ist. Haehn und Glaubitz*) haben spiiter gefunden, 
daB Saccaromycetes Ludvigii das Dioxyaceton regelmiBig mit 
ziemlich groBer Geschwindigkeit vergirt. Diese Beobachtung 
ermoglichte eine genauere Untersuchung der alkoholischen Ver- 
girung von Dioxyaceton, besonders nachdem Neuberg und 
Simon‘) konstatiert hatten, daB die ‘Trockenpriparate und 
Acetonpriiparate dieser Hefe auch die Vergiirung des Dioxy- 
acetons hervorrufen kénnen. 

Betreffend die Milchsaiurebildung haben Embden®), Baldas, 
Schmitz und Loeb®) und Griesbach’) gefunden, daB Glucose und 





') Eine vorliufige Mitteiilung dieser Arbeit ist in Naturwiss. Bd. 17, 
S. 877 (1929) erschienen. 

*) Biochem. Zs. Bd. 154, S. 487 (1925). 

%) Ber. Bd. 60, 8. 490 (1927). 

‘) Biochem. Zs. Bd. 187, 8S. 220 (1927). 

’ Biochem. Zs. Bd. 45, S. 123 (1912). 

°) Biochem. Zs. Bd. 50, S. 451 (1913). 

”) Biochem. Zs. Bd. 50, S. 457 (1913). 
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Dioxyaceton ziemlich gleich gut durch Blutkérperchen in Milch- 
siure iibergehen. Mit typischen Milchsiurebakterien, B. casei « 
und Str. lactis haben Virtanen, Karstrém und Back!) dagegen 
keine Milchsiurebildung aus Dioxyaceton hervorrufen kénnen. 
B. coli vergirt dagegen sowohl Dioxyaceton als Glycerinaldehyd.’) 

In welcher Weise die Vergiirung von Dioxyaceton sowie die 
von Glycerinaldehyde vor sich geht, ist bis in die letzten Zeiten 
ganz unklar gewesen. Kinerseits hat man es als méglich angesehen, 
daB die Triosen zuerst zu Hexosen kondensiert werden und daB 
diese erst vergoren werden (Harden und Young’) und Slator%), 
andererseits hat man angenommen, dab die Triosen direkt ver- 
goren werden (Buchner und Meisenheimer’), v. Lebedew’) 
und jiingst Kluyver und Struyk’). Die Bildung von Hexose- 
diphosphat (v. Lebedew) mit Hefe aus Dioxyaceton gibt Stiitze 
fiir die Auffassung, daB die Triosen wirklich anfangs zu Hexosen 
kondensiert werden. Eine direkte Girung von Triosen ohne vor- 
hergehende Kondensation ist jedoch auf Grund der friitheren Be- 
funde auch nicht unméglich. 

Erst ganz kiirzlichsind Neuberg und Kobel), sowie | wasaki®) 
im Meyerhofschen Laboratorium experimentell zu der Auffassung 
gekommen, dab Dioxyaceton bei der Giirung mit Hefe zuerst zu Hexose 
kondensiert wird. Zu dieser SchluBfolgerung fiihren viele verschiedene 
Befunde: Die Gargeschwindigkeit von Dioxyaceton wird nie iiber die 
von Glucose steigen, der Energieinhalt von Dioxyaceton ist héher als 
der von Glucose, bei der Vergirung von Dioxyaceton werden betracht- 
liche Mengen von Hexosemonophosphorsaure (Neuberg und Kobel) 
und Hexosediphosphorsiure (Iwasaki) gebildet. 

Nach den letztgenannten Arbeiten schien die Frage wie die 
Triosen vergoren werden, in der Hauptsache entschieden zu 
sein. Die vorliegende Untersuchung, deren experimenteller Teil 
gréBtenteils im Jahre 1928 ausgefiihrt wurde, beweist jedoch, 


1) Diese Zs. Bd. 151, S. 232 (1926). 

*) de Graaff und Le Févre, Biochem. Zs. Bd. 155, S. 313 (1925); 
Virtanen, Karstrém u. Bick, Diese Zs. Bd. 151, S. 232 (1926). 

’) Biochem. Zs. Bd. 40, 8S. 458 (1912). 

*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 43 (1912). 

‘) Chem. Ber. Bd. 43, S. 1773 (1910). 

6) Chem. Ber. Bd. 44, S. 2932 (1911); Biochem. Zs. Bd. 46, 8. 483 (1912). 

?) Koninkl. Akad. Wetensch. Amsterdam, Proceed Bd. 30 Nr. 8 (1927); 
Bd. 31, Nr. 8 (1928). 

*) Biochem. Zs. Bd. 20: 


3, S. 4 
*) Biochem. Zs. Bd. 203, S. 2 


52 (1928). 
37 (1928). 
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daB die Vergirung von Dioxyaceton auf ganz andere Weise ver- 
laufen kann. 

Der eine von uns’) hat schon friiher bei der Untersuchung 
der Bildung von Bernsteinsiure durch B. coli festgestellt, dab 
aus Dioxyaceton, welches durch genanntes Bakterium gut ver- 
goren wird, Milchséiure und Bernsteinsiture nicht entstehen. Aus 
Zucker bildet der angewandte Bakterienstamm dagegen etwa 40°/, 
Milchsiure und etwa 20°/, Bernsteinsiure. 


In diesem Zusammenhang sei erwihnt, dab Bernsteinsiiure dabei aus 
Zucker und nicht aus Aminosiiuren der Nihrlésung entsteht. Auch bei einer 
anderen Giirung, bei der Propionsiuregiirung, wobei nach Virtanen grobe 
Mengen Bernsteinsiiure entstehen, wird diese Siiure aus Kohlenhydraten 
gebildet. Die von van Nie1?*) kiirzlich angefiihrte Behauptung, daB Bern- 
steinsiure hier aus Asparaginsiiure der Nihrlésung entstehe, ist unrichtig. 
Wir werden bald auf diese Frage zuriickkommen. 


Wir haben nun aufs neue die Vergirung von Dioxyaceton 
durch B. coli méglichst eingehend untersucht und einige Befunde 
gemacht, die vom Interesse fiir die Girungschemie sind. 

Die Versuche wurden, wie aus dem experimentellen Teil 
hervorgeht, so ausgefiihrt, daB die Bakterien in geeigneter Nihr- 
lésung kultiviert, danach abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen 
und in sterilisiertem Wasser, welches Kreide sowie das zu unter- 
suchende Kohlenhydrat enthielt, suspendiert wurden. So konnte 
man die Girung unabhingig vom Wachstum der Bakterien 
untersuchen und die Girprodukte auf verschiedenen Stadien der 
Girung bestimmen. In dieser Weise gelang es uns, eine ein- 
fache Erklirung fiir den Mechanismus der Girungsspaltung von 
Triosen zu finden. | 


Wir wollen in diesem Zusammenhang betonen, dab die noch allgemein 
angewandte Methode, bakterielle Garungen in Nihrlésungen, welche fiir 
das Bakterienwachstum notwendige Nihrstoffe (Peptone usw.) enthalten, 
verlaufen zu lassen, nicht zur Klarheit iiber den Reaktionsmechanismus 
der komplizierten Garungen fiihren kann. Erstens ist es in vielen Fiillen 
schwer zu entscheiden, welche Girprodukte dem Kohlenhydrat und welche 
den in der Nahrlésung gefundenen EiweiSstoffen und deren Abbauprodukten 
entstammen. Zweitens verliuft die Girung hierbei relativ langsam und die 
bei der Girung méglich entstehenden, primiren Girprodukte kénnen einer 
weiteren Spaltung unterliegen. Wegen der Mannigfaltigkeit der Endprodukte 
ist es in vielen Fiillen schwer zu entscheiden, wie die Girprodukte gebildet 
sind. Auf die angewandte Methodik beruht offenbar der Umstand, daB 
de Graaff und Le Févre®) bei ihrer Arbeit iiber die Vergiirung von 


1) Virtanen, Ann.acad.Scient. Fennicae, Serie A. X XIX, Nr. 26 (1927). 
*) Dissertation Delft (Holland), (1928). 
5) Biochem. Zs. Bd. 155, S. 313 (1925). 
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Glycerinaldehyd und Dioxyaceton mit B. coli nur H,, CO, und Essigsiiure 
als Girprodukte erhielten. 

Das bei den Versuchen angewandte Bakterium war unser 
B. coli Stamm I, der schon friiher bei unseren Girversuchen zur 
Anwendung gekommen ist. Es bildet aus (lucose?) 

etwa 40°), Milchsiure etwa 10°/, Essigsaure 
, 20,, Bernsteinsiiure » 10,, Alkohol 
dazu noch Ameisensiure, welche jedoch wihrend der Giirung in 
CO, und H, gespalten wird. Bei aeroben Girungen verschwindet 
die Ameisensiiure sehr schnell, bei anaeroben langsamer. 

Beim Untersuchen der Vergirung von Dioxyaceton parallel 
mit der von Glucose, haben wir folgende Beobachtungen iiber 
die Girgeschwindigkeit des Dioxyacetons im Vergleich zu der 
von Glucose gemacht. 

Als unsere Bakterien in der Molke, also in milchzucker- 
haltiger Nihrlésung geziichtet wurden und die aus dieser durch 
Abzentrifugieren isolierte Bakterienmasse in zwei gleich groBe 
Teile geteilt wurde, von denen der eine in 1°/, Lésung von Glucose 
und der andere in 1°/, Lésung von Dioxyaceton suspendiert 
wurde, verschwand das Dioxyaceton in der Girlésung viel lang- 
samer als die Glucose. 

Besonders fiel bei diesen Girungen auf, daB es regelmabig 
mehrere Stunden dauerte, ehe eine Gasbildung und Abnahme 
von Dioxyaceton zu bemerken waren. Diese Induktionszeit vari- 
ierte einigermaBen bei verschiedenen Versuchen, gewdhnlich 
dauerte sie um 10 Stunden. Die Glucose dagegen begann sofort 
zu giren. bei der Vergleichung der Giirgeschwindigkeit von 
Dioxyaceton mit der von Glucose mu die bei der Vergarung 
von Dioxyaceton wahrnehmbare Induktion in Betracht gezogen 
werden. Die Girversuche zeigen, daB die Girgeschwindigkeit von 
Dioxyaceton fortdauernd beinahe bis zu Ende der Girung zu- 
nimmt. Gegen Ende der Girung betrigt die Girgeschwindigkeit 
von Dioxyaceton etwa 1/, von der von Glucose. Die Fig. 1 
und 2 veranschaulichen den zeitlichen Verlauf der Girungen mit 
,ungewohnten* Bakterien. 

Kin ganz anderes Resultat hinsichtlich der Giar- 
geschwindigkeit von Dioxyaceton erzielten wir, wenn 
die Bakterien in einer N&ahrbouillon, worin Dioxyaceton 
zugesetzt war, gezichtet wurden. Die aus dieser Kultur 


1) Virtanenu. Simola, Diese Zs. Bd. 163, S, 284 (1927); Virtanen, 
Ann, Acad. Scient. Fennicae, a. a, O. 
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erhaltene Bakterienmasse vergirte Dioxyaceton schneller 
als Glucose, wenn nur der Dioxyacetongehalt der Nahrlésung 
wihrend des Wachstums der Bakterien hinreichend groB war. 
Das Dioxyaceton begann dabei sofort wie die Glucose 
ohne irgendeine Jndukton zu giren (Fig. 2 und 3). Piese 
Versuche zeigen, daB B. coli, angewiesen auf Dioxyaceton als 
einzige Kohlenstofiquelle, wihrend seines Wachstums gewéhnt 
wird, diese Triose mit gréBerer Geschwindigkeit als Glucose zu. 
vergiren. Die Induktionszeit bei den ungewéhnten Bakterien 
wird hierdurch verstiindlich. 
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Fig. 1. Der Zuckerschwund mit ,,ungewohnten“ Bakterien. 


In welchem Mage die Vergirung des Dioxyacetons von der 
,aewohnung“ der Bakterien abhingig ist, geht aus folgenden 
Versuchsresultaten hervor, 

1. Mit einer in Molke geziichteten Bakterienmasse begann das 
Dioxyaceton erst nach mehrstiindiger Induktionszeit zu giiren. 
Wie schon oben erwihnt, war die Girgeschwindigkeit von Dioxy- 
aceton bei der heftigsten Girung nur '/, von der von (rlucose 
(Versuchsserie II). 

1 g Bakterienmasse vergirte 500 mg Dioxyaceton in etwa 2400 Min. 
lg ” me 500 mg Glucose, ,, 888 ,, 

2, Mit einer in zuckerfreier Bouillon, der erst nach 10 stiin- 
diger Wachstumszeit Dioxyaceton zugesetzt war, geztichteten 
Bakterienmasse begann die Vergirung des Dioxyacetons sofort 
ohne Induktion und das Dioxyaceton wurde schon bedeutend 
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Fig.’. Die Kurven I, und I, veranschaulichen die Gasbildung bei der Vergarung von 1 g Dioxyaceton mit ,,ungewohnten‘', die anderen Kurven mit 


,gewobnten’ Bakterien. An den Kurven ist mit einem Kreuz der Punkt bezeichnet, 


wo das I)loxvaceton zu Ende vergoren Ist. 
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schneller als im vorigen Fall vergoren. Die Girgeschwindigkeit 
war hierbei jedoch noch etwas kleiner als die von Glucose (Ver- 
suchsserie VI). 


1g Bakterienmasse vergor 500mg Dioxyaceton in 1390 Min. 
lg ¥ » 000mg Glucose ,, 885 ,, 


3. Wurden die Bakterien fiir die Vergirung von Dioxyaceton 
in einer Bouillon, worin nach 6 stiindiger Wachstumszeit 0,12°/, 
Dioxyaceton zugesetzt war und fiir die Vergirung von Glucose 
in 0,5°/, Glucosebouillon geziichtet, so war die Gargeschwindigkeit 
der beiden Kohlenhydrate praktisch dieselbe (Versuchsserie IV). 


1g Bakterienmasse vergor 500mg Dioxyaceton in 885 Minuten. 
lg ‘a »  50Omg Glucose » 877 ™ 
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Fig. 3. Der Zuckerschwund mit ,.gewéhnoten‘‘ Bakterien. 


4. Mit einer Bakterienmasse, welche sowohl fiir die Vergarung 
von Glucose als von Dioxyaceton in Bouillon, die 0,13°/, Dioxy- 
aceton schon beim Impfen enthielt, wurde Dioxyaceton etwas 
schneller als Glucose vergoren (Versuchsserie VII). 

1g Bakterienmasse vergor 500mg Dioxyaceton in 788 Minuten. 

lg - » 000mg Glucose _,, 864 ro 

5. Mit einer Bakterienmasse, welche sowohl fiir die Vergirung 
von Glucose als von Dioxyaceton in Bouillon, die 0,22°/, Dioxy- 
aceton enthielt, geziichtet war, wurde Dioxyaceton viel schneller 
als Glucose vergoren. Die Girgeschwindigkeit von Glucose war 
dabei nur 45°/, von der von Dioxyaceton (Versuchsserie IX). 

1g Bakterienmasse vergor 500 mg Dioxyaceton in 425 Minuten. 
lg “ » 500mg Glucose 5, 950 


” 
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Unsere Versuche zeigen, da& das Giarvermégen des 
angewandten Bakteriums gegeniiber Glucose praktisch 
dasselbe ist, unabhingig davon, ob die Bakterienmasse 
aus einer lactose-, glucose- oder dioxyacetonhaltigen 
Bouillon erhalten ist. 1g feuchte Bakterienmasse aus verschie- 
denen Kulturen hat 500 mg Glucose in 864—950 Minuten ver- 
goren. Wenn man in Betracht zieht, daB die Feuchtigkeit der 
Bakterienmassen verschiedener Fertigung etwas voneinander ab- 
weicht, wenn auch die Unterschiede nicht groB sind, weil zum 
Isolieren der Bakterien immer dieselbe Zentrifuge, dieselbe 
Drehungsgeschwindigkeit und dieselbe Zentrifugierungszeit an- 
gewandt wurde, so kann man sagen, dab die Aktivitat der verschie- 
denen Bakterienmassen hinsichtlich der Glucose offenbar dieselbe 
gewesen ist. 

Dioxyaceton ist dagegen von den in verschiedenen Nihrlésungen 
gewachsenen Bakterien mit einer sehr verschiedenen Geschwindig- 
keit vergoren worden. In einer Nihrlésung, welche 0,10°/, Dioxy- 
aceton enthielt, gewachsene Bakterienmasse vergor Glucose und 
Dioxyaceton gleich schnell. Kine aus 0,22°/, iger Dioxyaceton- 
nihrlisung erhaltene Bakterienmasse vergor dagegen 
Dioxyaceton schon zweimal schneller als Glucose. Die 
Dioxyacetonkonzentration der Nihrlésung hat also eine grobe 
Bedeutung fiir die Gewohnung der Bakterien. Dies beruht dar- 
auf, dab bei kleiner Anfangskonzentration das Dioxyaceton schnell 
verbraucht wird und ein Teil von den Bakterien in dioxyacetonfreier 
Nahrlésung gewachsen sind. Da die in glucose- und _lactose- 
haltigen Nihrlésungen gewachsenen Bakterien Dioxyaceton erst 
nach einer Induktionszeit angreifen kénnen, scheint es, daS nur 
die Zellen, welche in dioxyacetonhaltiger Nihrlésung gebildet 
oder herangewachsen sind, Dioxyaceton zu vergiren vermdégen. 
Die lange Induktionszeit der ungewéhnten, in lactose- und glucose- 
haltigen Lésungen gewachsenen Bakterien beruht wahrscheinlich 
darauf, dab das Protoplasma der Bakterienzellen auch in Wasser- 
lésung ohne N-Nahrung sich einigermaBen erneut, wobei in 
Gegenwart von Dioxyaceton die Gewéhnung an dieser modglich 
wird. In unserem Laboratorium ist die ,Gewdhnung“ und 
Enzymbildung einer eingehenden Untersuchung unterworfen und 
H. Karstrém!) hat schon einiges iiber diese Versuche berichtet. 


') Report of the 18 Scandinavian Naturalist Congre8 in Kopenhagen, 
August 1929. 
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Alle Girversuche, die zu obengenannten Resultaten gefiihrt 
haben, sind in Wasserlésungen ohne Phosphatzusatz ausgefiihrt 
worden. Bei der Girung hat also nur das eigene Phosphat der 
Zellen gewirkt. Von besonderem Interesse war nun zu unter- 
suchen, welche Einwirkung das zugefiigte Phosphat auf die Ver- 
girung von Dioxyaceton und Glucose ausiibt. Zur Beantwortung 
dieser Frage lieben wir die in dioxyacetonhaltiger Bouillon ge- 
wachsenen Bakterien sowohl Dioxyaceton als Glucose in Phosphat- 
lésungen von verschiedener Konzentration giren. Es wurden zwei 
parallele Versuchsreihen, die eine mit Dioxyaceton, die andere mit 
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Fig. 4. 
Die Einwirkung von Phosphatkonzentration auf die Vergirung von Dioxyaceton und Glucose. 


Glucose durchgefiihrt. In jede Girlésung der Versuchsreihen 
wurde genau dieselbe Menge von derselben Bakteriensuspension 
zugesetzt. Die gefundenen Girgeschwindigkeiten waren dadurch 
miteinander direkt zu vergleichen. Das p,, der Lésungen wurde 
die ganze Zeit moglichst konstant gehalten durch Anwendung 
von Bromkresolpurpur als Indikator und durch Zusatz von 0,50 
n-NaOH-Liésung aus Mikrobiirette sofort nach Ubergehen der 
violetten Farbe in gelbliche. p,, hielt sich so bei 6,0—6,3. 
Unsere Versuchsresultate gehen aus Fig. 4 und Tab. 15 im 
experimentellen Teil hervor. Aus diesen wird ersichtlich, dab 
der Phosphatzusatz die Vergirung von Dioxyaceton etwa 
in demselben MaBe wie die von Glucose beschleunigt. 
Die optimale Phosphatkonzentration sowohl fiir die Ver- 
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girung von Glucose als Dioxyaceton scheint zwischen 
0,5 und 1°/, P,O,-Konzentration zu liegen. In Wasser- 
lésung ohne Phosphatzusatz vergor dieselbe Bakterienmenge in 
einer Stunde 43,6 mg Dioxyaceton und 21,8 mg Glucose. In einer 
Wasserlisung, welche 1°/, P,O, enthielt, vergor dieselbe Bakterien- 
menge 79,2 mg Dioxyaceton und 36,4 mg Glucose. Durch den Phos- 
phatzusatz von 1°/, P,O, wurde die Vergirung von Dioxyaceton also 
mit 82°/,, die von Glucose mit 67°/, beschleunigt. Auf die Garpro- 
dukte hat der Phosphatzusatz keine Einwirkung (Versuchsserie X]). 

Der Umstand, daB die Vergirung von Dioxyaceton durch 
Phosphat etwa in demselben Mabe wie die von Glucose verstirkt 
wird, fiihrt leicht zu der SchluBfolgerung, daB aus Dioxyaceton 
zuerst dasselbe Hexosephosphat wie aus Glucose entsteht. Die 
zweimal gréBere Gargeschwindigkeit von Dioxyaceton ist jedoch 
nicht auf Grund dieser Annahme zu erkliren. Die Unter- 
suchungen, welche wir iiber die Giarprodukte von Dioxyaceton 
ausfiihrten, zeigten dann auch, da Dioxyaceton nicht durch 
B. coli zu Hexose kondensiert, sondern direkt vergoren wird. 

Es ist schon oben angefiihrt worden, welche Girungsprodukte 
aus Glucose durch unser Coli-Bakterium gebildet werden. Es 
sei noch erwihnt, da8 zahlreiche von unseren Giarversuchen zu 
ithnlichen Resultaten gefiihrt haben. 

Der Unterschied zwischen den aeroben und anaeroben Girungen hin 
sichtlich der Girprodukte ist auch gering. Nur die Ameisensiiure, die an- 
acrob langsam gespaltet wird, verschwindet aerob sehr schnell. Der Abbau 
der Milchsiiure ist dagegen aerob so schwach, daB, wenn die Girung von 
Glucose sofort nach Verschwinden des Zuckers unterbrochen wird, bei den 
aeroben Giirungen ziemlich dieselbe Milchsiiuremenge wie bei den anaeroben 
gefunden wird. Der Befund von Rona und Nicolai’), daB B. coli unter 
anacroben Bedingungen eine reine Milchsiiuregiirung hervorrufe und daB erst 
aerob CO, entstehe, steht also in vollem Widerspruch zu unseren Erfahrungen. 

Die Girprodukte von Dioxyaceton sind nun ganz wesentlich 
von denjenigen der Glucose verschieden. Bei den mit ,,gewdohnten~ 
Coli-Bakterien ausgefiihrten Girversuchen wurden folgende Gir- 
produkte gefunden, wenn die Girung etwas friiher als das Dioxy- 
aceton total verschwunden war, abgebrochen wurde. 


Glycerin. . . . . .. . . . . . 87—50°/, vom verg. Dioxyaceton 
Eesigehure . . «© » + 6 «© + «© «© + 2O=B2,, dsgl. 
Ameisensiure . . . 4—15,, dsgl. 


Neben diesen Girprodukten wird CO, und H, gebildet. Ein 
Teil vom CO, entsteht bei der Neutralisation der entstandenen 





1) Biochem. Zs. Bd. 172, S. 82 (1926). 
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Essig- und Ameisensiure durch Kreide, der andere Teil wird 
ebenso wie der gesamte H, bei der Spaltung der Ameisensiiure 
gebildet. 

Wurde die Girung dagegen erst nach Verschwinden des 
Dioxyacetons und besonders erst nach Aufhéren der Gasbildung, 
welche noch nach Verschwinden des Dioxyacetons fortging, ab- 
gebrochen, so waren die Mengen des Glycerins und der Ameisen- 
siure viel kleiner. Die folgende Tabelle enthalt die Analysen- 
resultate einiger auf verschiedenen Stadien der (tiirung ab- 
gebrochenen Versuche. 





Tabelle 1. 
Versuche mit ,gewohnten Bakterien“. 
S| ssisesleus|.P8/Fssle8 33 
a © ao > Ss oO sos & @ ® > > P &olp € & o 
oo ' o oO se 0 9 8 2 LY Mm 2) —_ VY wo §-§ S&S © 
BE IP SEITE SEIS. fie * £18 & FIB e ss 
Nr. | ®RIP MRI Sa Pla g Pleo RIL S PRILE & WP 
5S SLSIHSL(Sos(ags|sseiaases 
- 2 ” (an = a) Oa ie a ara ar As 
mg mg “lo "lo ° 0 "lo ; 0 
IVa | 630 | 3870 37,0 20 15,0 wate Spuren 
IVb!) | 1000 0 17,5 19,2 7 ~ 6,2 
V2) | 1000 0 25,7 17,1 1,5 5,6 4,8 
VI') | 1000 0 20,9 28,8 1,5 2,5 Spuren 
VIII | 1580 | 420 41,8 21,4 4,0 3,6 0 
XIa%)| 3747 | 248 42.6 22.0 8,2 2.3 5,8 
XIb*) | 3783 212 37,0 20,2 4,3 1,8 5,6 
xl 770 230 37.2 im lid eh ‘ibe 
XIV | 5480 | Spuren 50,1 ~—- 1,3 4,0 























Unten wird die Entstehung der Nebenprodukte (Alkohol und 
Bernsteinséure) noch eingehender behandelt. Hier sei erwiihnt, 
daB Milchsiure als Girprodukt nicht festzustellen war. 

Beim Vergleichen der aus Dioxyaceton entstandenen Giir- 
produkte mit denen aus Glucose, bemerkt man sofort, daB die 
Hauptprodukte der Vergirung von Glucose (Milchsiiure und Bern- 
steinsiure) gar nicht oder nur in minimaler Menge aus Dioxyaceton 
entstehen. Die gebildete Alkoholmenge ist auch ganz minimal. 





1) Die Girung lieB man nach Verschwinden des Dioxyacetons so lange 
verlaufen, bis die Gasbildung praktisch aufhdrte. 

2) Die Girung wurde unterbrochen sofort nach Verschwinden des 
Dioxyacetons. 

*) Ohne Phosphatzusatz. 

*) Mit Phosphatzusatz (0,38°/, P,O, in Girlésung). 
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Dagegen werden aus Dioxyaceton groBe Mengen Glycerin 
gebildet. Im besten Falle wurden 50,1°/, Glycerin vom 
Dioxyaceton gefunden. Neben Glycerin wird bei der Garung 
von Dioxyaceton hauptsichlich Kssigsiure gebildet, die bis etwa 
30°/, vom Dioxyaceton gefunden wurde. Die Ameisensiure wurde 
auch immer gefunden, im besten Fall 15°/, vom Dioxyaceton. 
Die Menge von Ameisensiure sowie die von Glycerin beruht 
wesentlich darauf, auf welchem Stadium die Giarung abgebrochen 
wird, denn beide werden weiter gespalten. 


Die Tatsache, daB aus dem Dioxyaceton mit B. coli als 
Reduktionsprodukt Glycerin, welches in Substanz isoliert worden 
ist und als Oxydationsprodukte Essig- und Ameisensiure ent- 
stehen, ist von besonderem Interesse. Die Entstehung dieser 
Girprodukte kann man nur durch die Annahme erkliaren, daB 
zwischen zwei Triosemolekiilen ein nebeneinander verlaufender 
Oxydations- und Reduktionsvorgang, eine Dismutation stattfindet. 
Das eine Molekiil wird zum Glycerin reduziert, das andere zu 
Kssig- und Ameisensiure oxydiert. 

2C,H,0O, +H,O = ©,H,0, + C,H,O, + CH,O, 

Triose Glycerin Essigsiure Ameisensiiure 
Die Reaktion ist offenbar eine Cannizzarosche Reaktion. 
Von dem Reaktionsverlauf bei dieser Oxydoreduktion kann man 
sich folgende Vorstellung machen. Ketose und Aldose gehen be- 
kanntlich ineinander tiber in alkalischer Lésung. DaB Dioxyaceton 
und Glycerinaldehyd auch ineinander iibergehen ist indirekt von 
Wohl und Neuberg?) bewiesen worden. H. O. L. Fischer, 
Taube und Baer?) haben neulich den Ubergang von Glycerin- 
aldehyd in Dioxyaceton bewirkt und die Ketose in guter Ausbeute 
in Substanz isoliert. Ein biochemischer Ubergang von Ketose in 
Aldose und umgekehrt oder event. die Bilduzg einer gemeinsamen 
Form (Enolform) von diesen ist wohl eine Tatsache. Anders ist 
nicht zu verstehen, daB Ketose und Aldose z, B. in derselben 
Weise vergoren werden. In unserem Falle kann man annehmen, 
daB Dioxyaceton zuerst in Enolform, welche identisch mit der- 
jenigen von Glycerinaldehyd ist, iibergeht%): 


') Chem. Ber. Bd. 33, S. 3095 (1900). 

2) Chem. Ber. Bd. 60, 8. 479 (1927). 

") Die bemerkenswerten Chemischen Beobachtungen von W A. Roth 
(Z. Elektrochem. Bd. 35, 8. 186; vgl. Naturwiss. Bd. 17, S. 916) sind an diesen 
Zusammenhang von besonderem Interesse (Anm. bei Korrektur). 
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CH,OH CH,OH CH,OH 
-_ l =" 
O COH CHOH 
| < | < | 
CH,OH CHOH CHO 


Zwischen den dadurch entstandenen Molekiilen findet nun eine 
Cannizzarosche Reaktion statt: 
2CH,OH-CHOH-CHO + H,O = CH,OH-CHOH-CH,OH 
+ CH,OH—CHOH-CO,H. 

Ks entsteht somit ein Molekiil Glycerin und ein Molekiil 
Glycerinsiure. Die letztgenannte wird mit unserem B. coli wie 
durch besondere Girversuche in unserem Laboratorium bewiesen 
ist, glatt in Essig- und Ameisensiure gespalten.'!) Die Haupt- 
produkte der Vergirung von Dioxyaceton: Glycerin, Kssig- und 
Ameisensiure erkliren sich also ungezwungen als Folgeerschei- 
nungen dieser Cannizzaroschen Reaktion. 

Kin anderer Weg an den bei der Bildung von Glycerin und Essigsiiure 
aus Triose gedacht werden kann, fiihrt iiber Methylglyoxal. Dem Wohl- 
schen Schema zufolge entstehe das Methylylyoxal durch Wasserabspaltung 
aus Glycerinaldehyd. Nach dem bekannten Girungsschema von Neuberg, 
welches ganz neulich seine glinzende Bestitigung durch Isolierung des 
Methylglyoxals gefunden hat, wird bei der alkoholischen Giirung aus Methyl- 
glyoxal durch Cannizzarosche Reaktion ein Molekiil Glycerin und ein 
Molekiil Brenztraubensiiure gebildet. Brenztraubensiiure zerfillt seinerseits 
in CO, und Acetaldehyd, aus welchem durch erneute Cannizzarosche 
Reaktion Essigsiiure und Athylalkohol entstehen kénnen. Dieser Weg iiber 
Methylglyoxal ist jedoch aus mehreren Griinden unwahrscheinlich bei der 
Vergirung von Dioxyaceton durch B. coli. Erstens ist die Entstehung der 
Ameisensiure dadurch nicht zu erkliiren, zweitens wird Alkohol bei der 
Girung nur spurenweise gebildet, drittens wird Milchsiure nicht gebildet, 
obwohl B. coli aus Methylglyoxal beinahe quantitativ Milchsiiure bildet.?) 

Die gefundenen Mengen von Girungsprodukten zeigen, daB die 
Triose durch B. coli quantitativ in Glycerin und Oxydationsprodukte 
(Kssig- und Ameisensaure) verwandelt wird. Im besten Falle vom ver- 
gorenen Dioxyaceton haben wir 50,1°/, farbloses, analysenreines Gly- 
cerin®) erhalten. Die theoretisch mégliche Menge ist 51,1°/,. In den 
meisten Girungen, welche vor vélligem Schwund des Dioxyacetons 
abgebrochen wurden, fanden wir etwa 40°/, Glycerin. Das beruht 
darauf, daB das Glycerin langsam durch B. coli weiter vergoren 


1) Siehe die Mitteilung von Virtanen u. Peltola in demselben Hefte 
dieser Zeitschrift. 

*) Neuberg u. Gorr, Bd. 162, S. 490 (1925). 

*) In der vorlaufigen Mitt. in Naturwiss. a. a. O. ist die beste Ausbeute 
an Glycerin zu 42,6°/, angegeben. Bei einem spiteren Versuch gelangten 
wir jedoch bis zu 50,1°/,. 
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wird. Lieb man die Girung nach Verschwinden des Dioxyacetons 
weitergehen, so nahm die Glycerinmenge stark ab. Das geht aus 
der Tabelle 1 deutlich hervor. 

Die bei den meisten Girungen gefundene Menge Essigsiure 
betrug etwas iiber 20°/, von Dioxyaceton. Theoretisch kann aus 
Dioxyaceton nach der obigen Formel 33,3°/, Essigsiiure entstehen. 
Ks ist méglich, daB ein Teil von Glycerinsiure bei den Girungen 
nicht total gespalten war und die Menge von Essigsiure darum 
niedrig ist. Bei der Analyse konnten wir zwar keine Glycerin- 
siiure finden, aber das kann auch auf die Schwierigkeiten bei der 
Bestimmung von minimalen Mengen der Glycerinsiure zuriick- 
zufiihren sein. Wir lassen diese Frage noch offen. 

Ameisensiure wird von B. coli ziemlich schnell in CO, und H, 
gespalten. Die gefundenen Mengen von Ameisensiure sind darum 
klein. In einem Fall wurden 15°/, Ameisensiure von Dioxyaceton 
gefunden, gew6hnlich war die Menge nicht gréBer als einige 
Prozent. Die theoretisch mégliche Menge ist 25,6°/,, wenn die 
Glycerinsiiure total gespalten wird. 

Andere Girprodukte wurden bei der Girung nur sehr wenig 
gebildet. Wie aus untenstehendem hervorgeht, entstehen sie erst 
sekundiir aus Glycerin bzw. Glycerinsiure und deren Spaltungs- 
produkte. Muilchsiure konnten wir nicht in Substanz isolieren. 
Zwar wurde ein Aldehyd bei der Milchséurebestimmung nach 
Fiirth und Charnass (entsprechend gewohnlich 3—4°/, Milch- 
siiure) gebildet. Dieser entstammt jedoch nicht der Michsaure. 
Wir haben gefunden, daB sowohl aus Glycerin als auch aus 
(slycerinsiiure kleine Mengen Aldehyd nach dieser Methode ent- 
stehen.') Weil diese Verbindungen die Molischsche Reaktion nicht 
geben, kann man sich von ihrer Anwesenheit in der zu Milchsiure- 
bestimmung angewandten Lisung nicht leicht tiberzeugen. Ist die 
Milchsiiure mit dieser Oxydationsmethode bestimmt worden, so 
ist also groBe Vorsicht bei etwaigen SchluBfolgerungen geboten. 

Alkohol wurde ganz wenig, gewodhnlich etwa 2°/, von Dioxy- 
aceton gebildet. Weil sowohl aus Glycerin als auch, obwohl ganz 
minimal, aus Glycerinsiiure Alkohol entsteht, ist die Bildung kleiner 
Mengen Alkohol bei der Vergiirung von Dioxyaceton ganz natiirlich. 

Die Bildung von Bernsteinsiure ist viel komplizierter. Der 
friihere Befund des einen von uns, daB aus Dioxyaceton durch 
B. coli Bernsteinsiure nicht gebildet wird, steht insofern in 


') Siehe die folgende Mitteilung von Virtanen und Peltola. 
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Uber die Vergiirung von Dioxyaceton. 2] 
voilligem Einklang mit unseren neuen Versuchen, als bei den 
meisten rechtzeitig, d.h. vélligem Verbrauch des Dioxyacetons 
abgebrochenen Garungen Bernsteinsiiure nicht oder nur spurenweise 
gebildet war. Wenn man dagegen die Girung noch nach Ver- 
schwinden des Dioxyacetons weiter gehen lieB, so wurden regel- 
miBig einige Prozent Bernsteinsaure gefunden (vgl. Versuclisserie | V); 
sie entstammt also den Girprodukten des Dioxyacetons (Glycerin, 
Glycerinsdure, Essigsiiure). Wir werden die Bildung von Bernstein- 
siiure in einer spateren Mitteilung eingehender behandeln. 

Durch unseren Befund ist zum erstenmal experi- 
mentell bewiesen worden, dab bei einer Girung von 
Kohlenhydraten primir eine Cannizzarosche Reaktion 
zwischen zwei Zuckermolekiilen, Triosen stattfindet. 
Die Vergirung von Dioxyaceton durch B. coli ist also die erste 
biochemische Abbaureaktion der Kohlenhydrate, deren Reaktions- 
mechanismus von Anfang an aufgeklirt ist. Wie schon oben er- 
wihnt, wird diese Girung durch Zufiigung anorgauischen Phosphats 
stark beschleunigt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist am griBten 
in einer Lésung, welche 0,5 bis 1°/, P,O, enthilt, und zwar etwa 
80°/, gréBer ist alsin Wasserlésung ohne Phosphatzusatz. Anderer- 
seits wird die Vergirung von Glucose mit demselben Bakterium 
unter denselben Versuchsbedingungen auch stark durch Phosphat- 
zusatz beschleunigt. Die optimale Phosphatkonzentration ist hier 
etwa dieselbe wie bei der Vergiirung von Dioxyaceton. Diese 
Ubereinstimmung kann natiirlich auch nur eine zufillige sein; 
die T'atsache ist auf jeden Fall beachtenswert. Wir werden spiiter 
die Phosphatbeschleunigung und Bildung von Phosphorsiureester 
bei der Vergirung von Dioxyaceton niaher untersuchen. In 
diesem Zusammenhang sei von den Versuchen von v. Lebedew}), 
wonach das Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in vitro der Oxydo- 
reduktion durch ,Schardingersches Enzym“ zugiinglich sind, 
erwihnt. Der genannte Autor, welcher die Glycerinsiiure an Stelle 
des Methylglyoxals als Zwischenprodukt der alkoholischen Girung 
annimmt, hat bei Reagenzglasversuchen gefunden, dab Methylenblau 
in einer Lésung, welche Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton und 
,ochardingersches Enzym* enthalt, entfarbt wird. Die Lésung 
wurde hierbeisauer. Die Entstehung einer Oxysiiure, wabrscheinlich 
Glycerinsiure war darum anzunehmen. Die Siure konnte jedoch 
nicht isoliert und identifiziert werden. Auch Glycerin war in der 


1) Diese Zs. Bd. 160, S. 97 (1927). 
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Lésung nicht nachweisbar. Es gibt demnach keinen Beweis dafiir, 
daB die T'riosen bei diesen Versuchen durch Oxydoredukase dis- 
proportioniert sind. 

Bei der Vergarung von Hexosen weiB man bekanntlich noch 
nicht, in welcher Weise die ersten Stufen der Garung verlaufen. 
Man wei zwar, daB sich die Phosphorsiure an der Reaktion 
beteiligt und daf hierbei Phosphorsiureester gebildet werden; 
der Sinn der Phosphorylierung ist jedoch unklar. Nach der 
Hardenschen Gleichung reagieren bei der alkoholischen Girung 
zwei Hexosemolekiile gleichzeitig in der Weise, daB das eine ver- 
goren, das andere phosphoryliert wird. 


2C,11,,0, + 2Na,HPO, = 2C,H,OH -- 2CO, -+- C,H,,0,(PO,Na,), + H,0. 


Diese Formel sagt noch nichts iiber die Spaltungsreaktionen 
des Hexosemolekiils aus, sie betont nur, daB zwei Zuckermolekiile 
bei der Garung gleichzeitig unter Mitwirkung von Phosphat rea- 
gieren. v. Kuler und Myrbiack') haben versucht, die Hardensche 
Gleichung energetisch und reaktionskinetisch verstindlicher zu 
machen, dadurch, daB sie eine Mutation zwischen zwei Hexose- 
monophosphat-Molekiilen?) annehmen. Das eine gewinnt hierbei 
einen héheren Energieinhalt auf Kosten des anderen. Die Identitit 
der Co-Zymase und Co-Mutase, fiir welche die Beobachtungen von 
Myrbiack und Jakobi*) und besonders von v. Kuler, Myrbick 
und Nilsson®*) sprechen, wird unter dieser Auffassung verstindlich. 
Die Co-Zymase aktiviert eine Reaktion, die von derselben Natur 
wie die Aldehyddismutation ist. Schon friiher haben vy. Euler 
und Myrbick®) eine Mutation angenommen, damals eine intra- 
molekulare, wodurch das Hexosemolekiil in Triose und Triose- 
monophosphat gespalten wird. Diese Annahme kommt auch in 
dem Girungsschema von Kluyver und Struyk®) vor. Nach 
diesem wird aus Hexosemonophosphat durch innere Oxydoreduktion 
Glycerinaldehyd und Glycerinaldehyd-monophosphat gebildet. 





1) Diese Zs. Bd. 165, S 28 (1927); Bd. 181, S. 1 (1929). 

*) vy. Euler u. Myrbick, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 464, S. 56 (1928); 
Vgl. Meyerhof, Naturwiss. Bd. 14, 8S. 1175 (1926). 

2) Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

*) Svensk kem. Tidskr. 38, Nr. 11 (1926); v. Euler u. Myrbick, Diese 
Zs. Bd. 1$5, S. 328 (1927). 

5) Svensk kem. Tidskr. Bd. 86, 8. 295 (1924); v. Euler, Naturwiss. 
Bd. 18, S. 938 (1925). 

6) Naturwiss. Bd. 14, S. 862 (1926); Koninkl. Akad. Wetensch. Amster- 
dam, Proceed. Bd. 31, Nr. 8 (1928). 
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Der einfache Reaktionsmechanismus, welche bei dem bio- 
chemischen Trioseabbau durch B. coli zu finden ist, verlockt dazu, 
entsprechend Reaktionen beim Abbau der Hexosen anzunehmen. 

Die Vergirung von Dioxyaceton ist auf Grund unserer Be- 
funde primar eine typische Cannizzarosche Reaktion. Diese 
Reaktion, bei welcher die Co-Zymase wahrscheinlich unentbehrlich 
ist, — B. coli enthilt tatsichlich diesen Aktivator’) — wird durch 
Phosphatzusatz stark beschleunigt. Daraus folgt, daB das Phos- 
phat vor der Cannizzaroschen Umwandlung einwirken 
muB. Die Oxydoreduktion wird durch Phosphorylierung 
katalysiert, bzw. erméglicht. 

Nun wird die Vergirung von Glucose etwa in gleichem 
MaBe wie diejenige von Dioxyaceton durch Phosphatzusatz be- 
schleunigt. Man muB darum annehmen, daB sich bei beiden 
Garungen analoge Vorgiinge abspielen, da8 also zuerst Phosphory- 
lierung, dann eine Oxydoreduktion stattfindet. Diese Auffassung 
stimmt vollstandig mit der von v. Kuler und Myrbiick. Die Fort- 
setzung unserer Arbeit, wobei auch die T'rockenbakterien in An- 
wendung kommen, bringt hoffentlich mehr Licht in die Frage 
nach der Rolle des Phosphats bei der Oxydoreduktion. 

Die Kinzelheiten der Oxydoreduktion, welche die eigentliche 
Girung in Gang bringt, sind noch nicht klar. Auf Grund der 
Formel von Harden und Young muBte man annehmen, daf die pri- 
mire Oxydoreduktion zwischen zwei Hexosemolekiilen sich abspielt. 

Nachdem die Versuche von Harden und Henley’) und von 
Kluyver und Struyk*) gezeigt haben, daB das Verhaltnis CO,: 
Hexosediphosphat viel gréBer als 2 sein kann, ist es jedoch nicht 
ausgeschlossen, daB primar eine intramolekulare Oxydoreduktion 
im Hexosemolekiil stattfindet. Wie dem vun auch sei, in jedem 
Fall entstehen aus Hexosen durch Oxydoreduktionen 3-Kohlen- 
stoffverbindungen. Sehr allgemein ist angenommen worden, dab 
aus Hexosemolekiil primar zwei Molekiile Glycerinaldehyd bzw. 
Dioxyaceton entstehen. Eine solche Spaltung scheint jedoch 
auf Grund unserer Versuche unmoglich zu sein. Wiirde 
nimlich das Hexosemolekiil in dieser Weise gespalten, so miiBten 
aus Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton dieselben Garprodukte wie 
aus Hexose gebildet werden. Das ist aber nicht der Fall, wie 
aus unseren obenerwihnten Resultaten deutlich hervorgeht. 





1) Virtanen und Simola, Diese Zs. Bd. 163, S. 284 (1927). 
2) Biochemical Jl. Bd. 21, S. 1216 (1927), 
8) Koninkl. Akad. Wetensch., a. a. O. 





24 Artturi I, Virtanen, H. Karstrém und O. Turpeinen, 


Auch die von Kobel und Roth’) erst neulich bestimmte 
Verbrennungswirme des Dioxyacetons spricht gegen die Auf- 
fassung, dab das Hexosemolekiil in 2 Triosemolekile zerfalle. 
Die Verbrennungswirme von 2 Molekiilen monomolekularen Dioxy- 
acetons ist nimlich um 12,2—12,5 kcal. gréBer als die molare 
Verbrennungswarme der Fructose und Glucose. Die Verbrennungs- 
wirme von Glycerinaldehyd sollte nicht kleiner sein als die von 
Dioxyaceton, weil das erstere in das letztgenannte leicht ibergeht. 
Eine gleichzeitige Entstehung von 1 Mol. Methylglyoxal und 
1 Mol. Glycerinaldehyd sollte schon energetisch méglich sein, so 
auch die Bildung von Methylglyoxalaldol, welches Neuberg in 
seiner Giirungsformel vom Jahre 1912 scharfsinnig als Vorstufe 
des Methylglyoxals angenommen hat. Die Bildung von Methyl- 
glyoxalaldol wenigstens bei der Milchsiuregiirung ist am wahr- 
scheinlichsten., 

Zum SchluB sei noch eine Frage beriihrt. v. Euler und Myrbick 
haben gezeigt, daB die Co-Zymase der Aktivator von Mutation ist. Da 
nun der Abbau des Zuckermolekiils eine Folge der Oxydoreduktionen ist, 
kann man erwarten, da8 die normale Spaltung des Hexosemolekiils ohne 
Co-Zyiase unmoglich wire. Tatsiichlich ist die Girung des Hexosemono- 
phosphates nach v. Euler und Myrbiick méglich nur in Gegenwart von 
Co-Zymase. Ganz neulich haben jedoch Neuberg und Kobel?) gefunden, 
daB Hexose '‘iphosphat ohne Co-Zymase sowohl durch Hefe als Milchsiiure- 
hakterien quantitativ in Methylglyoxal iibergeht. Das Diphosphat sollte in 
diesem Falle ganz anders als Monophosphat gespaltet werden. Diese Be- 
funde sind nicht leicht mitcinander in Einklang zu bringen. 


Experimenteller Teil. 


Die Anordnung der Versuche. 


Simtliche Girversuche wurden mit abzentrifugierten und 
gewaschenen Bakterienmassen von unserem B. coli Stamm I in 
sterilisierten Wasserlésungen ausgefiihrt, die das zu untersuchende 
Kohlenhydrat als 1°/, Lésung sowie fiir die Neutralisation der 
gebildeten Siiuren geniigende Mengen sterilisierter Kreide ent- 
hielten. 

Das Bakterienmaterial fiir die Giirversuche wurde folgender- 
maBen verschafft: Fiir die ersten Versuchsserien ziichteten wir 
unser B. coli I etwa 24 Stunden bei 37° C in 5—850 Liter sterili- 
sierten und geklirten Molke, wonach die Bakterien mittels einer 


') Biochem. Zs. Bd. 203, S. 159 (1928); siehe auch Neuberg u. Kobel, 
Biochem. Zs. Bd. 203, 8S. 237 (1928). 
2) Biochem. Zs. Bd, 210, S. 466 (1929). 
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groBen Zentrifuge oder einem Lactaseseparator von der Nihrlésung 
abgetrennt wurde. Die erhaltene Bakterienmasse wurde in die 
Zentrifugenschale aus Aluminium gewogen und in einer gewiinschten 
Menge sterilisiertes Wasser suspendiert. 

Von dieser homogenen Bakteriensuspension pipettierten wir 
nach sorgfaltigem und nach jeder Pipettierung wiederholtem 
Durchschiitteln gleiche Quantititen in jeden Girkolben derselben 
Versuchsserie. Jede Girlésung enthielt somit praktisch dieselbe 
Bakterienmenge und die Girgeschwindigkeit der zu untersuchenden 
Kohlenhydrate konnte verglichen werden. Es wurde festgestellt, 
da8 die Giargeschwindigkeit zweier Parallelversuche in der ‘Tat 
genau dieselbe war. 

Die ersten Versuche ergaben, daB die in Molke geziichtete 
Bakterienmasse von B. coli I Dioxyaceton erst nach einer viel- 
stiindigen Induktionszeit zu vergiren beginnt. Um das Bakterium 
schon beim Wachsen an das Dioxyaceton zu gewohnen, begannen 
wir es in dioxyacetonhaltigen Nahrlésungen zu ziichten. In der 
Tat erhielten wir in dieser Weise eine sehr aktive Bakterien- 
masse, die Dioxyaceton ohne Induktionszeit mit gleicher und 
sogar mit viel gréBerer Geschwindigkeit als Glucose zu vergiiren 
vermochte, Hierbei wurde das Bakterium in 4—8 Litern sterili- 
sierter Ni&hrbouillon, deren p,, auf 7 eingestellt war und der 
gerade vor dem Impfen 0,1—0,2°/, Dioxyaceton') méglichst 
aseptisch zugegeben war, geziichtet. In einigen Versuchen wurde 
die Bouillonkultur erst nach 10—20 Stunden nach dem Impfen 
mit Dioxyaceton versetzt. Die erhaltene Bakterienmasse war 
jedoch nicht so aktiv, wie in dem Falle, als das Dioxyaceton 
sofort zugegeben war. Die Bakterien wurden immer etwa 
24 Stunden bei 37° C geziichtet, darauf abzentrifugiert, gewaschen 
und in steriles Wasser suspendiert. Gleiche Volumina der homo- 
genen Bakterieususpension wurden dann in die vorher sterilisierten 
Girlésungen pipettiert. Die Girversuche wurden immer in gleicher 
Weise ausgefiihrt, unabhaingig davon, ob die Bakterienmasse in 
Molke oder Dioxyaceton-Bouillon geziichtet war. In den ver- 





1) Das fiir die Giransitze angewandte Dioxyacetonpriiparat wurde aus 
Oxantin (Hoechst) folgendermaBen bereitet: 20—40 g Oxantin wurde mit 
absolutem Alkohol digeriert, genutscht, darauf mit Ather digeriert, ab- 
gepreBt und im Vakuumexsiccator getrocknet. Die trockene Masse wurde 
dann im Hochvakuum vorsichtig destilliert und als solche oder aus Aceton 
umkrystallisiert, angewandt. Das fiir den Bouillonkulturen angewandte 
Priparat war bisweilen mit Alkohol und Ather digeriertes Oxantin, das 
im Vakuum getrocknet war. 
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schiedenen Versuchsserien variierte die Menge der Garlésung von 
100 bis 400 ccm, in derselben Versuchsserie war sie immer dieselbe. 
Die Girlésungen enthielten immer 1 °/, Dioxyaceton bzw. Glucose 
und eine geniigende Menge Kreide. Sofort nach dem Zufigen 
der Bakteriensuspension wurden die Garlésungen mit CO,, das 
durch konzentriertes H,SO, und steriles Wasser geleitet war, bei 
37°C gesiittigt und dann an den Gasbiiretten vereinigt und in 
Wasserthermostat von 87° C gebracht. Nach geeigneten Zeit- 
intervallen wurden die Giransitze geschiittelt und das Gas ab- 
gelesen. In der Regel wurden 2 Parallelansétze in Ordnung 
gestellt. Im dem einen wurde die Gasentwicklung verfolgt, aus 
dem anderen, der mit einem Seitenrohr versehen war, wurden 
nach griindlichem Durchschiitteln kleine Proben fiir Zucker- 
bestimmungen ausgenommen. Die Girungsgeschwindigkeit des 
Dioxyacetons und der Glucose wurde somit durch Verfolgen der 
Gasentwicklung und der Zuckerverminderung verglichen. 

Als das Dioxyaceton zu Ende vergoren war, wurde der Gir- 
versuch dadurch abgebrochen, dab der Girkolben (mit langem 
Steigrohr versehen) in siedendem Wasserbade, unter hiufigem 
Schiitteln, 10—15 Minuten gehalten wurde. Nach Abkiihlen 
zentrifugierten wir die Girlésungen, wonach die klare Lésung 
abgegossen und der Riickstand dreimal mit Wasser gewaschen 
wurde. Die Waschwasser wurden mit der klaren Garlésung ver- 
einigt und das Volumen genau abgelesen. Diese Lésung wurde 


zur Analyse gebraucht. 


Analyse des Gargutes. 


Das Dioxyaceton wurde in der Girlésung nach Bertrand 
bestimmt. Hierbei wurde die von Karstrém und Fontell?) in 
unserem Laboratorium ausgearbeitete Tabelle fiir die Reduktions- 
kraft angewandt. Unsere neuen Bestimmungen mit mehreren Dioxy- 
acetoupriparaten, welche durch Hochvakuumdestillation und nach- 
folgende Umkrystallisation aus Aceton gereinigt waren, zeigten, 
daB die Reduktionskraft bei verschiedenen Praparaten merkwiirdiger- 
weise ein wenig variierte. Bei einigen stimmte die Reduktionskraft 
sehr gut mit den Tabellen von Karstrém und Fontell, bei anderen 
besser mit der Bertrandschen Tabelle. Worauf dieses beruht, 
ist uns unbekannt. Bei unseren Analysen und Messungen der 
Gargeschwindigkeit hat dieser Umstand jedoch keine gréBere 


Bedeutung. 





1) Virtanen u. Birlund, Biochem. Zs. Bd. 169, S. 169 (1926). 
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Zur Milchsiurebestimmung wurde 10 ccm der Giarlésung 
herauspipettiert, mit 10 ccm 4°/, HCl und 10 ccm 5°/, HgCl, 
versetzt und nach etwa 20 stiindigem Stehen das Schenkfiltrat 
fertig hergestellt und die Milchséiure nach Fiirth-Charnass (in 
der von Hirsch-Kauffmann angegebenen Ausfiihrungsweise) 
bestimmt. Wie aus dem Untenstehenden hervorgeht, konnten 
wir Milchsiure in Substanz niemals isolieren. Die Milchsaure- 
bestimmungen nach Fiirth-Charnass, haben also in diesem Falle 
keine Bedeutung. Das ist auch ganz natiirlich, weil auch aus 
dem Glycerin Aldehyd nach dieser Methode entsteht. 

Die restierende neutrale Garlésung wurde nun in einem 
Rundkolben iibergespiilt, mit etwa+/, Volumen destilliertem Wasser 
verdiinnt und dann etwa ?/, tiberdestilliert. Der Alkohol geht 
hierbei quantitativ in das Destillat iber. Um die aus der Bakterien- 
masse herriihrenden, basischen und fliichtigen Substanzen zu 
binden, wurde das Destillat mit H,SO, auf etwa p,,2 angesiiuert 
und nochmals destilliert. Das Destillat wurde in einem Meb- 
kolben geeigneter GréBe aufgefangen und bis zur Marke gefiillt. 
In aliquoten Teilen des Destillats wurde der Alkohol nach 
Kuriloff!) bestimmt. Hierbei wurden die Druckflaschen, die 
sorgfaltig verschlossen waren, nicht in kochendem Wasserbade, 
sondern im Autoklav wihrend 1Stunde bei 120 C erhitzt. Kontroll- 
versuche ergaben, daB man auf diese Weise den Alkohol sehr 
genau bestimmen konnte. 

Der neutrale Riickstand nach dem Verjagen des Alkohols 
wurde mit 5—10 g Na,SO, (wasserfrei) versetzt, auf dem Wasser- 
bade zur Trockne siagodienplt und dann einer zweitigigen Ather- 
extraktion am Soxhlet-Apparat unterworfen. Hierbei wurde eine 
dlige Substanz, welche sehr schwer léslich in Ather war, erhalten. 
Schon wihrend der Extraktion triibte sich die Atherlésung und 
bald schied sich ein farbloses Ol aus dem Ather auf dem Boden 
des Extraktionskolbens aus. Nach dem Verdampfen des Athers 
wurde das zurickbleibende Ol einige Zeit auf siedendem Wasser- 
bade, dann etwa drei Stunden in Vakuum-Trockenschrank bei 
100° C gehalten, im Exsiccator abkihlen gelassen und dann gewogen. 

Das Ol war immer farblos, wenn alles Dioxyaceton vergoren 
war, sonst ein wenig briunlich. Wir konnten das Ol] als reines 
Glycerin identifizieren.”) Es war ein neutrales sii schmeckendes 





1) Chem. Ber. Bd. 30, S. 741 (1897). ; 
2) In der Literatur wird erwiihnt, daB Glycerin unléslich in Ather ist. 
Darum wird das Glycerin im allgemeinen mit Alkohol oder Alkohol-Ather 
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Ol, das bei gewéhnlichem Druck zwischen 284 und 290° C siedete 
und siimtliche Glycerinreaktionen gab. Durch Oxydation ~ mit 
Kaliumpermanganat in stark alkalischer Lésung entstand aus dem 
Ol Oxalsiiure und zwar: 

221,4 mg Ol aus Giirversuch IIT gab 195,5 mg Oxalsiiure entsprechend 
90,3°/, von theoretischer Menge. 

278,0 mg Ol aus Giirversuch XIV gab 247,0 mg Oxalsiure entsprechend 
90,2°/, von theoretischer Menge. 

Zum Vergleichen wurde reines, im Vakuumtrockenschrank 
bei 100° © getrocknetes Glycerin genau in derselben Weise mit 
folgendem Resultat oxydiert: 

214,4 mg Glycerin gab 219,5 mg Oxalsiure entsprechend 91,6°/, von 
theoretischer Menge. 

Das Ol enthielt keine Spur von Acetylmethylearbinol, 2,3- 
Butylenglykol und Trimetylenglykol. Aus dem Siedepunkt und 
dem Ergebnis der Oxydation mit Kaliumpermanganat ist zu 
schlieBen, daB das Ol reines Glycerin war. 

Der Riickstand nach der Atherextraktion wurde in Wasser 
golést, mit Schwefelsiiure angesiiuert und dann die fliichtigen 
Siuren mit Wasserdampfiibertrieben. Die quantitative Bestimmung 
derselben geschah nach der Destillationsmethode von Virtanen.) 

Zur Bestinmung der nicht fliichtigen Siuren wurde die 
wiBrige, von fliichtigen Siuren befreite Lésung auf dem Wasserbad 
zur ‘'rockne eingedampft und mit Ather am Soxhlet-Apparat 
extrahiert. Das Atherextrakt léste man in wenig Wasser, neu- 
tralisierte mit NaOH-Lésung und versetzte in Zentrifugenréhrchen 
mit AgNQO,-Lésung. Das ausgefiillte Ag-Succinat wurde dann 
abzentrifugiert, gewaschen, getrocknet und gewogen. Zur Identi- 
fizierung der Bernsteinsiure wurde das Ag-Salz mit HCl versetzt 
und die freigemachte Siiure in Ather aufgenommen. Die Siure 
war immer krystallinisch und schmolz bei etwa 182° Sie war 
reine Bernsteinsiure. In einigen Fallen wurden die nichtfliichtigen 
Siiuren auch an Milchsiure und Glycerinsiure gepriift, obwohl 
stets mit negativem Resultat (siche Girversuche III und XIII). 


extrahiert. Wir haben jedoch festgestellt, daB Glycerin aus einer mit 
wasserfreiem Na,SO, getrockneten Salzmasse am Soxhlet-Apparat quantitativ 
mit Ather zu extrahieren ist. Weil der Ather viel weniger fremde Sub- 
stanzen als Alkohol mitnimmt, haben wir bei unseren Versuchen stets Ather 
als Lisungsmittel angewandt. 

1) Virtanen, Soc. Scient. Fennica, Comm. Phys.-Meth. Bd. I, Nr. 36 
(1923); Virtanen u. Pulkki, Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 70, S. 3138 (1928). 
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Versuche mit ,,nicht gewohnten“ Bakterien. 

Von unseren zahlreichen Versuchsserien seien hier einige niher be- 
schrieben: 

Versuchsserie Il. 50 Liter sterilisierte und geklirte Molke wurden 
mit 500 cem einer jungen Bouillonkultur von B. coli I geimpft. Die Bak- 
terien wurden 24 Stunden bei 37°C geziichtet, darauf vom Niihrmedium 
getrennt und gewaschen. Es wurde 60g feuchte Bakterienmasse erhalten. 

Vier Kolben von 400 cem Inhalt wurden mit je 4g Kreide und 
300 eem Wasser versetzt. Die Kolben wurden mit Kautschukstopfen ver- 
schlossen, die von zwei Glasréhren durchbohrt waren. Von diesen endete 
die langere dicht unter dem Stopfen, die kiirzere dagegen reichte bis zum 
Boden hinab. Nach dem Sterilisieren wurden die Lésungen bis 37° ab- 
gekiihlt, wonach in jede Lisung 4 g krystallinisches Dioxyaceton, 13g feuchte 
Bakterienmasse und sterilisiertes Wasser bis 400 cem zugesetzt wurde. Nach 
Siittigung der Lésungen mit CO, bei 37°, wurden die Kolben in Wasser- 
thermostat von 37° gebracht und die lingeren Glasréhren mit Quecksilber ge- 
fiillten Gasbiiretten luftdicht verbunden. Nach regelmiibigen Zeitintervallen 
wurden die Girkolben geschiittelt, die entstandene Gasvolumina abgelesen 
und durch die kiirzere Réhre genau abgemessene Proben fiir die Zucker- 
bestimmungen entnommen. Bei den Abmessungen der Gasvolumina bei den 
Analysen wurden die Volumverminderungen selbstverstindlich beriicksichtigt. 

In den Girlésungen 1, 2 und 3 wurde die Giirung sofort abgebrochen, 
als das Dioxyaceton zu Ende vergoren war. In der Giirlisung 4 wurde 
die Girung bis zum Aufhéren der Gasentwicklung verfolgt. Aus der 
folgenden Tabelle sind die entwickelten Gasvolumina und die Zucker- 
schwunde ersichtlich: 








Tabelle 2. 
Girlésung 1 Giarlésung 2 Girlésung 3 Girlésung 4 
n » 2. |e es |e n » 
Zit | a Se] Sg]= & 2 
D o 5 @ 2 = D o 5 eo) 2 5 
to” | sole” | eae” | Bale” | Se 
cs ay” 1a A 1a a” 13 — 
eem g eem mg cem mg ecm mg 
0 0 40 0) 40 0 40 Q 10) 
. 0 ot 0 _ 0 0 _ 
18 30 “ 88 _ 87 “a 4 se 
24,5 73 se 84 st 86 sa 90 wi 
39 236 — 223 —_ 252 — “en _ 
46,5 487 17,2 467 17 471 16 468 - 
49 D6 1 _— 532 — 529 — 530 in 
58 103 5,2 | 666 5,0 | 666 5,2 | 680 san 
64 818 0 T55 0 (68 0 745 0 
70 — — a 811 | 
133 --- — _— 863 | 














Die Analyse der Girlésungen ergab folgendes Resultat. 
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Tabelle 3. 


Girprodukte in °/, von vergorenem Dioxyaceton. 

















Girlésung 1]Girlésung 2] Girlésung 3]Giarlésung 4 
Glycerin. . . . 35,6 42,2 34,6 7,0 
Essigsiiure . . . 29,2 26,0 26,9 29,9 
Propionsiiure 0 0 0 8,6 
Alkohol . .. . 1,9 — 1,8 2,0 
Bernsteinsiiure .. Spuren Spuren Spuren -- 


Aus den Analysenresultaten ist ersichtlich, daB das Glycerin in der 
Girlésung 4, wo die Gasentwicklung bis zum Aufhéren verfolgt wurde, 
fast giinzlich verschwunden war. Neben LEssigsiiure wurde hier auch 
Propionsiiure gefunden. Sie ist offenbar aus Glycerin entstanden. Da die 
Girung hierbei jedoch 5,5 Tage dauerte, kann man die Entstehung der 
Propionsiiure auch auf eine fremde Infektion zuriickfiihren. Die Analysen- 
resultate der Girljsungen 1, 2 und 8, wo die Giirung sofort nach dem 
Verschwinden des Dioxyacetons abgebrochen wurde, stimmen sowohl quali- 
tativ als quantitativ miteinander itiberein. 

Versuchsserie II. Diese Versuchsserie wurde zum Vergleichen der 
Giirgeschwindigkeit von Glucose und Dioxyaceton ausgefiihrt. Das Volumen 
der Girlisungen war 100 cem. Die eine Girlésung enthielt 1 g krystalli- 
nisches Dioxyaceton und 1g Kreide, die andere 1 g Glucose und 1 g Kreide. 
Die beiden Girlésungen enthielten ohnedies 2 g derselben in Molke ge- 
ziichteten Bakterienmasse. Aus der Tab. 4 gehen die Giargeschwindigkeiten 


der beiden Zuckerarten hervor. 


Tabelle 4. 








Girlésung mit Dioxyaceton Girlésung mit Glucose 
a , Dioxyaceton . | Glucose 
in Stunden | Gasvolumen Rik eee Gasvolumen i. Ae 
eem mg ecm | mg 
0 0 40 0 40 
6 0 — — 22 
13 2 — 165 D 
16,5 8 _ 192 0 
36 60 27 
47 118 18 
60 169 4 
64 190 0 








Diese Girversuche zeigen, daB die Girgeschwindigkeit des Dioxy- 
acetons fortdauernd bis zu Ende der Girung wiichst. Gegen Ende der 
Girung ist die Girgeschwindigkeit des Dioxyacetons etwa '/, von der yon 
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Glucose. Wihrend der letzten 17 Stunden sind 18 mg Dioxyaceton in 
4cem Girlésung vergoren, 18 mg Glucose dagegen schon wihrend 6 Stunden. 
Girversuch III. B. coli I wurde etwa 20 Stunden bei 37°C in 
5 Liter geklirter Molke geziichtet. Nach dem Abzentrifugieren der Bakterien 
wurde eine Giirlésung folgender Zusammensetzung fertig hergestellt: 


5,48 g Dioxyaceton, 

6,0 g CaCO,, 

7,8 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 500 ccm. 


Der Verlauf der Girung wurde durch Messung der gebildeten Gas- 
volumina verfolgt. 


Tabelle 5. 





Ze it 
ae 0 00 | 38 | 52 | 63 93 122 | 140 | 160 
in Stdn. 
(las eem 0 ) 15 56 117 275 882 452 504 





























Beim Abbrechen der Girung waren 4,497 g Dioxyaceton vergoren. 


Analysenresultat: 
Glyeerin' . . . . . . 47,3°/, aus Dioxyaceton 
Essigsiure. . . . . . 20,4 - _ 
ere | m ” 
Bernsteinsiiure . . . . Spuren 


Bemerkung: Das erbaltene, ein wenig briiunliche Glycerin wurde 
nach Benedikt und Zsigmondy') auf seine Reinheit gepriift. Aus 
221,4 mg im Vakuumtrockenschrank getrocknetes Glycerin wurde 195,6 mg 
Oxalsiure erhalten (ber. 216,7 mg Oxalsiure), also 90,2°/, von der theo- 
retisch méglichen Menge. Aus 244,4 mg im Vakuumtrockenschrank gleich- 
zeitig mit dem vorigen Priparat getrocknetes reines Glycerin wurde 
219,5 mg Oxalsiure erhalten (ber. 239,0 mg Oxalsiiure), also 91,8°/, von 
der theoretischen Menge. 

Um auf die eventuelle Gegenwart von Glycerin- bzw. Milchsiiure 2u 
priifen, wurde der waBrige Riickstand nach dem Verjagen der fliichtigen 
Siuren mit CaCO, neutralisiert und heiB filtriert. Die klare Lisung wurde 
auf etwa 10 cem eingeengt, mit 100 cem absolutem Alkohol iibergossen 
und tiber Nacht bei 0° stehen gelassen. Glycerinsaures Ca sowie Ca- 
Suceinat werden hierbei gefiallt, wogegen Ca-Lactat in der Lésung bleibt. 
Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, bei 80° C getrocknet, 
mit H,SO, und Na,SO, behandeit und nach dem Eindampfen zur Trockne 
mit Ather ausgezogen. Die erhaltene Siiure war reine Bernsteinsiure (etwa 
20 mg) Aus dem alkoholischen Filtrat, das Ca-Lactat enthalten konnte, 
wurde die eventuelle Milchsiiure auf analoge Weise ausgezogen. Es wurde 


') Chem. Ztg. Bd. 9, S. 975 (1885). 
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versucht, das Zn-Lactat iiber das Pb-Salz herzustellen'), obwohl ohne 


Erfolg. 
Wir konnten somit weder Milchsiiure noch Glycerinsiure aus dem 


Giirgute isolieren. 


Versuche mit ,gewohnten‘’ Bakterien. 


Versuchsserie IV. In dieser Versuchsserie wurde die Girgeschwin- 
digkeit des Dioxyacetons und der Glucose mit an den respektiven Zucker- 
arten gewOhnten Bakterienmassen untersucht. 

Fiir diesen Zweck wurde das Bakterium etwa 24 Stunden bei 87° 


1. in 4 Litern 0,12 °/, Dioxyaceton-Bouillon und 
» D9 4  0,5°/, Glucose-Bouillon 


»”) 
rae 


geziichtet. Das Dioxyaceton (mit Alkohol und Ather digeriertes Oxantin) 
wurde hierbei erst 6 Stunden nach dem Impfen des Bakteriums der Bouillon 
zugegeben. Es wurde 38,7 g feuchte in Dioxyaceton-Nihrlésung und 6,5 g 
in Glucose-Bouillon gewachsene Bakterienmasse erhalten. Die Bakterien- 
massen wurden je in 60 cem sterilisiertem Wasser suspendiert. Die Giir- 
ansiitze bereiteten wir folgendermaBen: In 4 Kélbchen von 200 cem Inhalt 
wurde je 1g CaCO, (Kahlbaum) eingewogen und 50 cem Wasser zu- 
gegeben. Darauf wurden die Kolben mit Watte verschlossen und auto- 
klavisiert. Nach Abkithlen wurde dann in 2 Kolben médglichst aseptisch 
je 1g in Hochvakuum destilliertes Dioxyaceton eingewogen, 20 cem steriles 
Wasser und schlieBlich noch 30 eem der zugehérigen homogenen Bakterien- 
suspension hineinpipettiert. In die iibrigen 2 Kolben wurde je 20 cem einer 
5 °/, sterilen Glucoselésung, sowie 30 cem der beziiglichen Bakterien- 
suspension pipettiert. 
Die Zusammensetzung der Girlisungen war somit: 


Dioxyacetongiransatz. Glucosegiransatz. 

1 g Dioxyaceton, 1 g Glucose, 

1g CaCO,, 1 g CaCO,, 

1,85 g feuchte Bakterienmasse. 3,25 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 100 ccm. Gesamtvolumen 100 cem. 


Nach dem Einleiten von CO, wurden die Girkolben mit passenden 
Kautschukstopfen und Glasréhren, die getrennt sterilisiert waren, versehen, 
an den Gasbiiretten befestigt und in den Wasserthermostat von 37° ge- 
bracht. Von den Parallelansiitzen diente der eine zur Verfolgung des 
Zuckerschwundes, der andere zur Messung der gebildeten Gasmengen. In 
der nebenstehenden Tabelle sind die Resultate der Messungen angegeben. 

Aus dem Zuckerschwund kann man berechnen, daB 1,85 g Bakterien- 
masse 500 mg Dioxyaveton in 478 Minuten, 3,25 g Bakterienmasse dagegen 
500 mg Glucose in 270 Minuten vergoren hat. Berechnen wir die Giir- 
geschwindigkeiten fiir 1 g Bakterienmasse, so ergibt sich, daf 


500 mg Dioxyaceton in 885 Minuten vergoren wird 
500 mg Glucose — ; ae is - 


') Neuberg u. Kobel, Komppa-Festschrift, Nr. 8 (1927). 
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Tabelle 6. 





Dioxyacetonansatz. Glucoseansatz. 
1,85 g Bakterienmasse. 3,25 g Bakterienmasse. 
Zeit Vergorenes Zeit Vergorene 
. Wot Gas ; ‘ Gas 
in Dioxyaceton in Glucose 
Stunden ng eem Stunden mg com 
0 Q) 0 0 (0) 0 
0° — 15 0* ~~ 26 
0° — 22 ” — 40) 
= — 33 1> -_— o4 
ad 296 62 - --- 84 
a 483 137 
6° 405 103 
- 584 145 6°° 615 204 
10°° —— 157 10% — 240 
14° 1000 194 
19% 224 18° 292 
22°° 244 201° 298 
29% 258 23° 302 
30" 312 




















Giiransatz a. Die Girung wurde abgebrochen bevor das Dioxy- 
aceton zu Ende vergoren war. 54 ccm der Girlésung, entsprechend 840 mg 
vergorenes Dioxyaceton, wurden analysiert. 


Analysenresultat: 
Glycerin. . . . . . 87°/) von Dioxyaceton 
Essigsiiure . . . etwa 20 ” ‘ 
Ameisensiiure . . ,, 15 ‘“ ss 
Alkohol . . . 2... — 
Bernsteinsiure . . . Spuren 


Bemerkung: Wegen eines Unfalles konnten die Essig- und Ameisen- 
siure nicht ganz genau bestimmt werden. 

Giransatz b. Die Girung wurde abgebrochen erst nachdem die 
Gasentwicklung praktisch aufgehért hatte. 100 cem Giirlésung (entsprechend 
1 g vergorenes Dioxyaceton) kamen bei der Analyse zur Anwendung. 


Analysenresultat: 
Glycerin . . . . . . 17,3°/, von Dioxyaceton 
Essigsiiure . . . . . 19,2 as 7 
Ameisensiiure . . . .~ 1,7 is ” 
Alkohol . . .... = 
Bernsteinsiure. . . . 6,2 . - 


Bemerkung: Die Anwesenheit von Ameisensiiure wurde hier wie 
in den folgenden Giirungen auch qualitativ mit HgCl, und AgNO, nach- 
gewiesen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVIL. 3 
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Das erhaltene Ag-Succinat wurde niiher untersucht. Die mit H,SO, 
frei gemachte Siiure wurde mit Ather extrahiert, die Krystallmasse mit 
Ather gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Die Krystalle 
schmolzen bei 181—182° C. Die Siiure war somit Bernsteinsiure. 

Versuchsserie V. 8. coli I wurde etwa 20 Stunden bei 37° C in 
4,5 Litern einer Nahrbouillon, die 10 g K,HPO, per Liter enthielt, ge- 
ziichtet. 

Darauf wurde 8 g Oxantin zugegeben. Nach 40 Stunden wurden die 
Bakterien abzentrifugiert, gewaschen und in 60 cem sterilem Wasser suspen- 
diert. Die feuchte Bakterienmasse wog 7,1 g und wurde auf 2 Giransitze, 
die wie in Versuchsserie IV bereitet waren, verteilt. Die Zusammensetzung 
der Girlisungen war somit: 

1 g Dioxyaceton, 

1 g CaCO,, 

3,55 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 100 cem. 


Die Giirversuche wurden im iibrigen wie im vorigen Versuch aus- 


gefiihrt. 
Giiransatz a. Die Girung wurde dann abgebrochen, als das Dioxy- 


aceton gerade zu Ende vergoren war. Die Gasentwicklung geht aus unten- 
stehender T'abelle hervor. 
Tabelle 7. 





Zeit ad - id ad aed ad td 26% 








Gas cem 21 64 91 134 196 237 245 


























Die Analyse der gebildeten Giirprodukte ergab folgendes Resultat: 


Glycerin 25,7 °/, von Dioxyaceton 
Essigsiiure 17,1 ‘ ’9 
Ameisensiure . . . . 17, ¥ ¥ 
a ee o 9 
Bernsteinsiure . . . . 4,8 9 ” 


Bemerkung: Das Ag-Succinat war dunkel, was auf Verunreini- 
gungen deutete. Das Bernsteinsiiureprozent ist darum etwas zu hoch an- 
zusehen. 

Versuchsserie VI. 8B. coli I wurde in 5 Litern Bouillon etwa 
10 Stunden bei 87° C geziichtet, darauf wurde 15 g Oxanthin (mit Alkohol 
und Ather digeriert) zugegeben und dann etwa 24 Stunden wachsen ge- 
lassen, die Bakterien abzentrifugiert, gewaschen und die erhaltene Bakterien- 
masse (6,4 g) in 120cem sterilem Wasser suspendiert. Die homogene Bak- 
teriensuspension wurde auf 4 Giiransiitze, von welchen 2 Dioxyaceton und 2 
Glucose enthielten, gleich verteilt. Die Girlésungen wurden wie in Ver- 
suchsserie IV bereitet und enthielten somit 

1 g Dioxyaceton, 1 g Glucose, 
1g CaCQ,, 1 g CaCO,, 
1,6 g feuchte Bakterienmasse. 1,6 g feuchte Bakterienmasse. 

Gesamtvolumen 100 cem. Gesamtvolumen 100 ecm. 

















ma 
in 
Dic 


auf 


Dio 


glei 


liert 


jung 


Bak 
steri 


setz 

















Uber die Vergirung von Dioxyaceton. 85 


Der Zuckerschwund und die Gasentwicklung wurden wie in Ver- 


suchsserie IV verfolgt. 


Tabelle 8. 














Dioxyacetonansatz Glucoseansatz 
Zei Vergorenes | ' Vergorene ‘ 
— Pimeraneton | Gas Otenwes Gas 
mg ecm mg eem 
0 0 0 0 0 
a 140 — 155 — 
i> —- 21 -- D4 
6” 253 — 392 — 
aed 373 41 543 104 
15° 518 D7 738 — 
16° — 68 — 166 
21° — _— 918 — 
23% 738 94 etwa 990 216 
41°° 1000 137 1000 261 
48% 153 261 
65” 166 








Aus der Tabelle kann man berechnen, da8 die angewandte Bakterien- 
masse (1,6 g) 500 mg Dioxyaceton in 866 Minuten, 500 mg Glucose dagegen 


in 555 Minuten vergoren hat. 


1 g Bakterienmasse vermag somit 500 mg 


Dioxyaceton in 1390 Minuten und Glucose in 885 Minuten zu vergiiren. 
Die Giirung wurde abgebrochen, als die Gasentwicklung praktisch 


aufgehért hatte. 


Die Analyse der Girprodukte ergab folgendes Resultat: 


Glycerin 20,9 °/, von Dioxyaceton 
Essigsiure 28,8 “ “ 
Ameisensiure . . . . 1,5 “ “ 
Alkohol 2,5 + ” 
Bernsteinsiure . Spuren 


Versuchsserie VII. 


Die Girgeschwindigkeiten der Glucose und des 


Dioxyacetons wurden in dieser Versuchsserie am Zuckerschwund ver- 


gleichend bestimmt. 


In 6 Liter sterile Bouillon wurde 8 g im Hochvakuum frisch destil- 


liertes Dioxyaceton miglichst aseptisch zugefiihrt. Darauf wurde mit einer 
jungen B. coli I-Kultur geimpft, 24 Stunden bei 37° C bebriitet, dann die 
Bakterien abzentrifugiert, die Bakterienmasse gewaschen und in 60 cem 
sterilem Wasser suspendiert. 

Die Giransiitze wurden in iiblicher Weise bereitet. 
setzung der Girlésungen war folgende: 


Die Zusammen- 


g* 
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Dioxyacetonansatz. 
1,662 g Dioxyacceton, 
1,6 g CaCO,, 


Glucoseansatz. 


23 g Glucose, 





1,55 
1,6 g CaCO,, 

2,7 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 110 ecm. 


2,7 g feuchte Bakterienmasse. 2 
Gesamtvolumen 110 ecm. 

Nach dem Einleiten von CO, in die Girlésungen wurden sie bei 37° C 
aufbewabrt und oftmals geschiittelt. Fiir die Zuckerbestimmungen wurden 
nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten kleine Proben herauspipettiert. 
Vor jeder Pipettierung wurden die Giirlésungen griindlich geschiittelt. Die 
Girgeschwindigkeit wurde durch Bestimmung der Zuckerabnahme ermittelt. 


Tabelle 9. 

















Dioxyacetonansatz. Glucoseansatz. 
22 22 2 & 2 
22] a | & 2 | Vergorenes |] >3 2 ™ o & | Vergorene 
e~ Fla fisazin: ae“ ale e/%2] @ 
a2 2 g S - Dioxyaceton 42 3 é 2 5 ucose 
Zeit 226 E B/S gq [pro 100cem 256 Zé § | | Pro 100 ecm 
> S 5 ‘cies : = estin 
 <- os A] Ss o] Girldsung |]. 25 1o <& 3 | Girlésung 
3 Oirs 4 ra) = Spc oS 
a =) ms S 
x mt « am 
cem | mg | mg | mg °%, ecm | mg | mg] mg | “Jo 
0 8,0 | 45,3 [1510 0 (0) 3,0 | 41,5 | 13884 0 0 
29 | 30 | 37,5 |1250] 260 17,2 = —— vm _ 
480 8,0 | 32,0 | 1067 | 443 29,4 -— — — — _ 
ad 4,0 | 36,5 | 912 | 598 | 39,6 4,0 | 83,8 | §45 539 39,0 
8° | 60 | 35,2] 587] 923 61,1 |] 6,0 | 33,4] 556] 828 59,8 
10 | 6,0 | 20,5 | 342 [1168 77,2 6,0 | 23,51 g9¢ | 992 71,7 
20° | 17,0 | 15,0] 8841422 94,1 |} 17,0 | 23,6] 439 | 1245. 90,0 
29° | 5,0 | 0,0 ee a a co on 
































Aus dem Zuckerschwunde kann man berechnen, daB die Bakterien- 
masse 500 mg Dioxyaceton in 288 Minuten, 500 mg Glucose dagegen in 
320 Minuten vergoren hat. 1g Bakterienmasse vermag somit 500 mg Dioxy- 
aceton in 788 Minuten, 500 mg Glucose dagegen in 864 Minuten zu vergiiren. 

Versuchsserie VIII. 7 Liter sterile Bouillon wurde mit 10g im 
Hochvakuum destilliertes Dioxyaceton méglichst aseptisch versetzt, darauf 
mit B. coli I geimpft und 24 Stunden bei 37°C bebriitet. Nach Zentri- 
fugieren und Waschen wurden 7 g feuchte Bakterienmasse erhalten, die 
in 200 cem sterilem Wasser aufgeschwemmt wurde. Die Bakteriensuspension 
wurde dann auf 2 Giransiitze gleich verteilt. Die Zusammensetzung der 
Girlésungen war: 

2,0 g Dioxyaceton, 

2,5 g CaCO,, 

3,5 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 200 cem. 
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Nach dem Einleiten von CO, wurden die Giirkolben an den Biiretten 
gekoppelt, in dem Wasserthermostat von 387°C gestellt und die Gas- 


entwicklung verfolgt. 
Tabelle 10. 








Zeit 


" Stunden 0 1°° 290 930 330 4°00 500 540 20 


Girausatz I 
Gas eem 0 17 38 49 74 86 106 119 174 
Giiransatz IT 
Gas cem 0 18 39 50 15 87 107 120 177 
































Zeit 
in Stunden 


Giransatz I 


155° 16° 191° 910° 2510 2950 464° 50° 


























Gas eem 283 295 _ oe onnin _~ _ _ 
Giransatz II 
Gas ecem 284 294 346 379 * 424 457 501 506 


* Das Dioxyaceton war zu Ende vergoren. 


Aus der Gasentwicklung kann man anniihernd berechnen, daB die 
Bakterienmasse (3,5 g) 1,0 g Dioxyaceton in etwa 540 Minuten vergoren 
hatte. Daraus folgt, daB 1 g Bakterienmasse 500 mg Dioxyaceton in 
945 Minuten vergiirt, was recht gut mit den friiheren Werten stimmt. 

Garansatz I. Die Girung wurde abgebrochen als 1,58 g Dioxyaceton 
vergoren war. 


Analysenresultate: 
Glycerin . . . . . . 41,8°/, von Dioxyaceton 
Essigsiure . . . . . 21,4 si " 
Ameisensiiure . . . . 4,0 - - 
Alkohol . .... . 8,6 ¥ “ 
Bernsteinsiure . . . . 0O 


Versuchsserie IX. In dieser Versuchsserie wurde die Girgeschwin- 
digkeit der Glucose und des Dioxyacetons durch Verfolgen der Zucker- 
abnahme bestimmt. Das Bakterium wurde in 3,5 Liter Nihrbouillon ge- 
ziichtet, die 0,3°/, K,HPO, als Puffer enthielt und der vor dem Impfen 
8,5 g krystallisiertes Dioxyaceton zugegeben war. 

Ausbeute: 3,4 g feuchte Bakterienmasse, die auf 2 Giiransiitze gleich 
verteilt wurde. Die Zusammensetzung der Giirlésungen war: 


Dioxyacetonansatz. Glucoseansatz. 
1,0 g Dioxyaceton, 1,0 g Glucose, 
1,0 g CaCO,, 1,0 g CaCO,, 
1,7 g feuchte Bakterienmasse. 1,7 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 100 cem. Gesamtvolumen 100 cem. 


Die Bereitung der Giransiitze und die Ausfiihrung der Bestimmungen 
waren mit denselben der Versuchsserie VII apalog. Die Giirlésungen 
wurden etwa jede 10. Minute und noch vor jeder Pipettierung griindlich 
geschiittelt. 
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Tabelle 11. 





Dioxyacetonansatz | Glucoseansatz 
bo by as bh 
o & of = = 
a. 5. B > & z 
BD S {= m 0 ot 9) & is ro) © 0 
vit| 3 | & | Se lesel] 2 |] g | Ra 12 52 
4) = : eB) sx ~ 34 2) ae] 
e ¢ | S6/eee] # S | 25 [ESS 
= b 2 5 9 = 5 S BD 9 
In = iF Sg Paes | = Ss t&2sg 
ide 4 - 3 Te es} ‘3 O = 5) oo = 
’ ond w ~ ” 4 és) 6) > pore 4 
Stdn. ~ a o° IF 6g > * o ~- 
— roves cose _ > 
As AS S S 
mem _ = ba 
eem mg mg mg ecm mg mg mg 
0 8,0 31,0 | 1060 0 3,0 27,7 925 0 
{15 3,0 25,0 83 226 3,0 24,9 830 95 
345 6.0 34,8 580 480 6,0 43,4 7123 202 
6° | 6,0 25,5 425 635 6,0 36,3 605 320 
8° 9,0 22,8 254 806 6,0 30,4 507 418 





























Ks liBt sich berechnen, daB die Bakterienmasse 500 mg Dioxyaccton 
in 250 Minuten und 500mg Glucose in 558 Minuten vergoren hat. 1g 
Bakterienmasse vermag somit 500mg Dioxyaceton in 425 Min, 
500 mg Glucose dagegen in 950 Minuten zu vergiren. 

Versuchsserie X. In dieser Versuchsserie wurde die Girgeschwin- 
digkeit der Glucose mit Bakterienmassen, die in Nihrbouillon verschiedener 
Glucosekonzentration geziichtet waren, untersucht. Fiir diesen Zweck wurde 
B. coli I 18 Stunden bei 37°C in 2 Litern 0,2°/,iger und in 2 Litern 
1,0°/,iger Glueosebouillon, die 0,4°/, K,HPO, als Puffer enthielten, ge- 
ziichtet. 

Die Bakterienkulturen wurden getrennt abzentrifugiert, gewaschen 
und als homogene Suspension in die nach friiheren Angaben bereiteten 
Giiransiitze zugefihrt. 

1. In 0,2 °%/,iger Glucosebouillon geziichtetes Bakterium: 


Zusammensetzung der Girlésung: 
1,85 g feuchte Bakterienmasse, 
1,0 g Glucose, 

1,5 g CaCQ,, 
Gesamtvolumen 100 cem. 


2. In 1,0°%,iger Glucosebouillon geziichtetes Bakterium: 


Zusammensetzung der Girlésung: 
5,07 g feuchte Bakterienmasse, 
2,74 g Glucose, 

4,1 g CaCO,. 
Gesamtvolumen 274 ccm. 


Die Volumina der Girlésungen sind proportional der angewandten 
feuchten Bakterienmassen gewihlt. Um vergleichbare Werte fiir den Zucker- 
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schwund zu erhalten, wurden alle Operationen méglichst analog vor- 
genommen. Es wurde besonders fiir ein hiufiges Schiitt-ln der Girlésungen 





gesorgt. Aus der folgenden Tabelle sind die Abnahmen des Zuckers zu 
entnehmen. 
Tabelle 12. 
In 0,2 °/), Glueosebouillon geziichtet. 
Glucose pro 100 cem 
Zeit Girlésung 
_ Girlisung Glucose ‘ “i 
in Stunden unvergoren vergoren 
ecm mg mg ing 
0 3,0 27,9 930 0 
20s 4,0 31,1 177 153 
at 5,0 30,7 614 316 
710 6,0 26,6 443 487 











500 mg Glucose werden von 1 g Bakterienmasse in 874 Min. vergoren. 


In 1,0°/, Glucosebonillon geziichtet. 





Glucose pro 100 cem 


Zeit rome Giirlésung 
Giirlésung (:lucose 
in Stunden unvergoren vergoren 

ecm ing mg mg 

0 3,0 27,9 930 0 

- 4,0 29,4 735 195 

aad 5,0 30,7 614 316 

.” 6,0 28,9 482 4438 











500 mg Glucose werden yon 1 g Bakterienmasse jn 946 Min. vergoren. 

Versuchsserie XI. Diese Versuchsserie wurde ausgefiihrt um die 
Einwirkung des Phosphats auf das quantitative Verhiltnis der Girprodukte 
zu ermitteln. 

Das Bakterium wurde in 9 Litern mit 0,3°,, K,HPO, gepufferten Bouillon, 
der vor dem Impfen 24 g Oxantin zugegeben war, geziichtet. Die erhaltene 
Bakterienmasse (7,6 g) wurde auf zwei Giransiitze folgender Zusammen- 
setzung verteilt: 

Giiransatz a 
(ohne Phosphat) 
4g CaCO,, 
3,995 g Dioxyaceton, 
30 cem Wasser. 
Gesamtvolumen 240 cem. 


Giiransatz b 
(mit Phosphat) 
4g CaCO,, 
8,995 g Dioxyaceton, 
30 cem PO,-Lésung’). 
Gesamtvolumen 240 ccm. 





') Von der sterilen PO,-Lésung, die 3°/, an P,O, war, wurden 10 eem 
gleichzeitig mit der Bakteriensuspension der Girlésung zugegeben, 20 ccm 
dagegen erst nach 2 Stunden. 
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Die Girungen wurden abgebrochen als in Giransatz a 248 mg Dioxy- 
aceton und in Giiransatz b 212 mg Dioxyaceton unvergoren waren. 


Analysenresultate: 


Giransatza Giransatz b 
(ohne PQ,) (mit PQ,) 
Glycerin 42,6°/, von Dioxyaceton  87°/, von Dioxyaceton 
Essigsiiure 22,0 ie " 20,2 ,, o 
Ameisensidure 3,2 7 " 43 » 9 
Alkohol 28 =, " eg 
Bernsteinsiure 5,8 ™ m no « - 


Ein Phosphatzusatz zu der Girlésung hat somit keine nennenswerte 
Kinwirkung auf die prozentischen Mengen der Girprodukte. 
Girversuch XII. Es wurde ein Giransatz folgender Zusammen- 
setzung berecitet: 
1,5 g CaCO,, 
1,0 g Dioxyaceton, 
Volumen 100 cem. 


In diesem wurde 0,6 g feuchte, an Dioxyaceton gewoéhnte Bakterien- 
masse suspendiert. 

Nachdem 770 mg Dioxyaceton vergoren war, wurde die Girung ab- 
gebrochen. Die Giirlésung wurde nach Na,SOQ,-Zusatz zur Trockne ein- 
gedampft und zwei Tage mit entwiissertem Ather extrahiert. Es wurde 
286 mg Glyzerin (37,2°/,) erhalten. 

Girversuch XIII. 5 Liter Bouillon, die 0,2°/, K,HPO, enthielt, 
wurde autoklavisiert. Nach dem Abkiihlen bis zu etwa 40°, wurde sie 
mit B. coli I geimpft und mit 10g Oxantin versetzt. Nach 20stiindigem 
Wachstum bei 37° wurden die Bakterien abzentrifugiert. 


Zusammensetzung der Giirlésung: 
5,0 ¢ Dioxyaceton, 
6,0 g CaCO,, 
8,45 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 500 cem. 


Die Gasentwicklung geht aus folgender Tabelle hervor. 


Tabelle 13. 





cm 
Zeit 0 11°5 1545 9 1 40 9715 3309 
in Stunden 


Gas ecm 0 195 389 584 759 890 




















Die Giirung wurde nach 33 Stunden, als 3,775 g Dioxyaceton ver- 
goren war, abgebrochen. 
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Analysenresultate: 


Glycerin . . . . . . 84,8°/, von Dioxyaceton 
Essigsiure . . . . . 17,8 - 
Ameisensiiure . . . . 3,8 " 
Alkohol ...... 2,4 ‘a - 
Bernsteinsiiure . . . . Spuren 


Bemerkung: Der saure wasserige Riickstand nach dem Verjagen der 
fliichtigen Saéuren wurde mit CaCO, neutralisiert und nach Zugabe von 
Na,SO, auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Die trockne Krystall- 
masse wurde nach dem Abkiihlen mit 2—3 cem H,SO, (1:4) angesiiuert, 
mit etwas frisch gegliihtem Na,SO, verrieben und im Exsiccator stehen ge- 
lassen, bis die Masse vollkommen trocken geworden war, wonach sie am 
Soxhlet-Apparat erschépfend mit Ather ausgezogen wurde. Die Extraktion 
dauerte etwa 20 Stunden. Der Extraktionsriickstand wurde in wenig warmem 
Wasser gelést, mit Ca(OH), hei® neutralisiert, filtriert, eingeengt und mit | 
so viel absolutem Alkohol iibergossen, daB die Lésung etwa 90°/, an Alkohol 
wurde. Hierbei werden die Ca-Salze der Bernstein- und Glycerinsiiuren 
gefallt, wogegen Ca-Laktat in Lésung bleibt. 

Die filtrierte alkoholische Lésung wurde zur Trockne eingedampft, in 
wenig Wasser aufgenommen, wie oben mit gegliihtem Na,SO, getrocknet, 
mit H,SO, angesiuert und mit Ather extrahiert. Aus dem Extrakt wurde 
versucht das Zn-Salz iiber das Pb-Salz nach Neuberg und Kobe! (a. a. O.) 
herzustellen. Es wurde keine Spur von Zn-Laktat erhalten. 

_Die Bernsteinsiinre wurde aus ihrem Ba-Salz mit H,SO, freigemacht, 
mit Ather ausgezogen und seblieBlich als Ag-Salz wie iiblich bestimmt. 

Giirversuch XIV. 5. coli lI. wurde etwa 20 Stunden bei 37° C in 
5 Liter Bouillon, die 10 g Glucose und 10 g Oxantin (nach dem Auto- 
klavisieren zugefiigt) enthielt. 

Zusammensetzung der Girlésung: 

5,48 g Dioxyaceton 

6,0 g CaCO, 

8,2 g feuchte Bakterienmasse 
Gesamtvolumen 500 cem. 


Die Gasentwicklung geht aus folgender Tabelle hervor. 


Tabelle 14. 


8 90 700 9415 4200 5045 66° 770 990° 





Zeit in 
Stunden 


Gas ecem 37 88 216 404 562 766 901 1012 


























Die Giirung wurde nach 98 Stunden abgebrochen. Vom Dioxyaceton 
waren dabei nur Spuren unvyergoren geblieben. 
Analysenresultate: 
Glycerin . . 50,1°/,) von Dioxyaceton 
Alkohol .. 1,8 ‘i - 
Bernsteinsiure 4,0 * * 
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Bemerkung: Das erhaltene farblose Glycerin wurde nach Benedikt 
und Zsigmondy mit KMnO, in stark alkalischer Lésung oxydiert: 

Aus 278.0 mg in Vakuumtrockenschrank getrocknetes Glycerin wurde 
247,0 mg Oxalsiiure erhalten (ber. 272,0 mg Oxalsiiure) also 90,8°/, von der 
theoretisch méglichen Menge. Auf analoge Weise behandeltes, reines Glycerin 
lieferte 91,6°/, Oxalsiure von der theoretischen Menge. 

Das Ag-Salz der Bernsteinsiiure wurde mit H,SO, behandelt, mit Na,SO, 
versetzt, auf dem Wasserbade zur Trockne cingodennptt und mit Ather am 
Soxhletapparat ausgezogen. Die mit Ather gewaschene, bei 105° getrocknete 
Krystallmasse schmolz bei 180—181°. Die Siure war somit Bernsteinsiiure. 


Die Abhangigkeit der Garung von PO,-Konzentration. 


Girversuch XV. Die Bakterien wurden 24 Stunden bei 37° in 2 Ltr. 
Bouillon, die bevor der Impfung mit 3,5 g in Hochvakuum destilliertes 
Dioxyaceton beschickt war, geziichtet. Die abzentrifugierte und gewaschene 
Bakterienmasse wurde in steriliertem Wasser suspendiert. Bevor jeder 
Pipettierung wurde die Bakteriensuspension griindlich durehgeschiittelt. 

Die Girvirsuche wurden nach Virtanen, Wichmann und Lind- 
strém!') ausgefiihrt. Eine Serie Girréhrchen (30 x 90 mm) wurden mit 
10 eem PO,-Lésungen (pj; = 6,3) verschiedener Konzentrationen, 5 ccm 2°/,ige 
Dioxyac eton- bzw. Glucoselésung und 5 ccm der Bakteriensuspension be- 
schickt. Die Girréhrchen wurden ins Wasserbad von 87° gestellt und dic 
Reaktion der Girlésungen durch Zutrépfeln einer n/2 NaQH-Lésung (Brom- 
kresolpurpur als Indikator) bei etwa p,, 6,2 gehalten. Aus dem Alkali- 
verbrauch konnte man auf den etwaigen Zuckerschwund schlieBen. Die 
Versuchsdauer betrug in diesem Falle genau 1 Stunde, wonach die Giarungen 
gleichzeitig dadurch abgebrochen wurden, daB der Réhrenhalter mit allen 
Girrdhrchen in siedendes Wasserbad gebracht und da etwa 15 Minuten 
gehalten wurde. Nach dem Abkiihlen wurde der nicht vergorene Zucker in 
den Lésungen nach Bertrand bestimmt. 

Bei der Ausrechnung des vergorenen Zuckers wurde natiirlich die 
von dem NaQH-Zusatz herrithrende Volumenverinderung beriicksichtigt. 


Tabelle 15. 


Glucose. | Dioxyaceton. 








Pet), a see a wre j 
Sanennteation 0° 0,1 °/, 0,5 "lo 1,0 "lo 0%, 0,1 °%o 0,5 °0 1,0 °/, 1,5 "is 


Zucker zu Be- 
ginn pro 20 ccm 
Girlédsung mg | 92,0] $2,0 | 92,0 | 92,0 |} 102,4 | 102,4 | 102,4 | 102,4 | 102,4 

Zucker nach 
1 Stunde pro 
20 ecm Girlé- 
sungmeg . . .| 70,2] 64,0 | 60,0 | 55,6 |] 58,8 | 35,2 | 22,4 | 23,2 | 42,6 
































1) Diese Zs. Bd. 166, S. 21 (1927). 
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Die Vergarbarkeit von Ameisensiure durch B. coli.’) 


Girversuch XVI. B. coli wurde in 5 Liter Molke bei 37°C geziichtet. 
Die abzentrifugierte und gewaschene Bakterienmasse wurde im sterilisierten 
Wasser, enthaltend 1 g¢ Ameisensiure und 2 ¢g Kreide, suspendiert. Nach 
Verjagen der Luft mit CO,Strom lie8B man die Girung bei 37° verlaufen. 
Die Gasentwicklung geht aus folgender Tabelle hervor. 


Tabelle 16. 





Zeit in 


a a 24 | 48 | 4 | 98 | 115 





Gas eem | 15 | 3 | 50 | 65 | 76 


Girversuch XVII. Dieser Versuch war anders ganz gleich mit dem 
Obigen, es wurde nur durch die Girlésung Luft eingeleitet. Die Girung 
war also aerob. Nach 2 Tagen war die Ameisensiure total verschwunden. 


Zusammenfassung. 


Bei der Vergirung von Dioxyaceton ist die ,ewéohnung“ 
der Bakterien an die T'riose von entscheidender Redeutung. In 
glucose- oder lactosehaltiger Nihrlésung geziichtete Bakterien 
vergiren Dioxyaceton in 1°/, Wasserlésung erst nach einer mehr- 
stiindigen Induktion. Die Giirung verlief dann mit steigender 
Geschwindigkeit, welche gegen Ende der Girung etwa 3/, von 
derjenigen der Glucose betrug. Wurden die Bakterien dagegen 
in dioxyacetonhaltiger Niahrlésung geziichtet, so begann das 
Dioxyaceton sofort zu giren und die Girungsgeschwindigkeit des 
Dioxyacetons war im besten Falle zweimal gréfer als die der 
Glucose. Die Vergirung von Glucose begann stets sofort und die 
(Gargeschwindigkeit war dieselbe, unabhiingig von der Zusammen- 
setzung der Nahrlésung, in der die Bakterien geziichtet waren. 
1 g Bakterienmasse verschiedener Herkunft vergor 500 mg Glucose 
in 864—950 Minuten. 1g in glucose- oder lactosehaltiger Nihr- 
lésung gewachsene Bakterienmasse vergor 500 mg Dioxyaceton 
in etwa 2400 Minuten, 1 g in 0,22°/, Dioxyaceton-Nihrlésung 
gewachsene Bakterienmasse dagegen 500 mg Dioxyaceton in 
425 Minuten. 

Durch Phosphatzusatz wird die Vergiirung von Dioxyaceton 
etwa in gleichem MaBe wie die von Glucose beschleunigt. Die 
optimale Phosphatkonzentration war 0,5—1,0°/, P,O,. Die An- 


') Diese Versuche wurden von Friulein Emmy af Forselles aus- 
cefiihrt. 
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nahme, daB Dioxyaceton zuerst in Hexose kondensiert wird und 
dieselle Hexosephosphorséure bildet wie Glucose, liegt nahe, die 
zweimal gréBere Giirgeschwindigkeit macht diese Annahme jedoch 
unwahrscheinlich. Die Bestimmung der Giirprodukte zeigte dann, 
daB Dioxyaceton nicht zu Hexose kondensiert, sondern direkt 
vergoren wird. 

Aus Glucose bildet das angewandte B. coli I etwa 40°/, Milch- 
siure, 20°/, Bernsteinsiure, 10°/, Kssigsiure, 10°/, Alkohol und 
dazu noch Ameisensiiure, welche jedoch allmahlich in CO, und H, 
gespalten wird. 

Aus Dioxyaceton entsteht durch B. coli Glycerin, Essig- und 
Ameisensiure. Da sowohl Glycerin als Ameisensiure noch weiter 
gespalten werden, beruht die Menge derselben darauf, auf welchem 
Stadium die Giarung abgebrochen wird. Die beste Ausbeute an 
Glycerin war 50,1°/,, an Essigsiure 30°/, und an Ameisensaure 
15°/, vom Dioxyaceton. 

Die Vergirung von Dioxyaceton ist offenbar eine Dismutation 
zwischen 2 Triosemolekiilen. Durch Cannizzarosche Umwandluny 
entstehen aus 2 Triosemolekiilen primar 1 Mol. Glycerin und 
1 Mol. Glycerinsiure. Die letztgenaunte zerfallt dann in Kssig- 
und Ameisensiure. 

Die theoretischen Betrachtungen, zu welchen die gewonnenen 
Resultate Veranlassung geben, sind am Ende des theoretischen 


Teils zu tinden. 














a ase ge en 


; 











ee rr er ee 


Uber die Vergiirung von Glycerinsdure. 


Von 


Artturi I. Virtanen und Erkki Peltola. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio mm. b. H., Helsinki, Finnland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2). November 1929.) 


Beim Untersuchen der Vergiirung von Dioxyaceton mit B. coli 
in unserem Laboratorium wurde festgestellt, daB Dioxyaceton 
hierbe1 durch Cannizzarosche Reaktion in Glycerin, Essig- und 
Ameisensiure iibergeht. Die Entstehung der Siiuren erfolgt wahr- 
scheinlich tiber Glycerinsiure, welche also das primiire Oxydations- 
produkt bei der Cannizzaroschen Umwandlung wiire. Wenn 
diese Auffassung richtig ist, so miiBte die Glycerinsiiure durch 
unser B. coli I prompt in Essig- und Ameisensiiuren gespalten 
werden. 


Von den friiheren Arbeiten iiber die Vergiirung von Glycerinsiiure 
seien folgende erwihnt. v. Lebedew') hat eine lebhafte Girung derselben 
unter CO,- und Acetaldehydbildung mit Trockenhefe und Hefemacerations- 
saft gefunden. Neuberg und Kerb?) haben eine schwache Vergiirung 
fiir Trockenhefe bestitigt und Acetaldehyd gefunden, fiir lebende Hefen 
aber nicht. Fitz*) hat bei einer Girung des glycerinsauren Calciums mit 
Mikrokokken aus Kuhkot wesentlich Essigsiiure und daneben wenig Ameisen- 
siiure, Athylalkohol und Bernsteinsiiure erhalten. Mit einem Bacillus wurde 
Ameisensiiure, neben wenig Essigsiiure, Methyl- und Athylalkohol erhalten.‘ 
Bei der Girung einer Lésung von dl-glycerinsaurem Calcium durch Ba- 
cillus aethaceticus haben Frankland und Frew’) sowie Frankland und 
Appleyard’) neben Gasen Alkohol, Essigsiiure, Ameisensiiure und d-Gly- 
cerinsiure erhalten. de Graaf und Le Fevre’) haben gefunden, daB die 
Vergiirung von Glycerinsiiure durch B. coli iuBerst triige verliiuft. Sie 
nehmen an, da8 bei dieser Garung zuerst Brenztraubensiure entsteht. 





1) Chem. Ber. Bd. 47, S. 660 (1914). 

2) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1808 (1914). 

®) Chem. Ber. Bd. 12, S. 474 (1879); Bd. 16, S. 844 (1883). 
‘) Fitz, Chem. Ber. Bd. 13, S. 1312 (1880). 

°) Journ. Chem. Soe. Bd. 59, S. 97 (1891). 

*) Journ. Chem. Soe. Bd. 63, S. 296 (1898). 

‘) Biochem. Zs. Bd. 155, S. 313 (1925). 
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Wir haben nun die Vergirung von Glycerinsdéure mit unseren 
B. coli I. unter denselben Versuchsbedingungen wie diejenige von 
Dioxyaceton untersucht. Die Bakterien wurden in einer Nihr- 
lésung, deren Zusammensetzung im experimentellen Teil mitgeteilt 
ist, kultiviert. Die abzentrifugierte und gewaschene Bakterien- 
masse suspendierten wir in sterilisiertem Wasser, welches 1 °/, 
Glycerinsiure als Ca-Salz und etwas Kreide enthielt. Durch 
CO,-Strom wurde die Luft verjagt, wonach die Girlésung luft- 
dicht mit einer mit Quecksilber gefiillten Gasbiirette verburden 
bei 37° gehalten wurde. 

Die Gasbildung begann in dem Falle, daB die Bakterien in 
glycerinsiurehaltiger Nahrlésung geziichtet wurden, sofort nach 
Zusetzen der Bakterien. Es scheint, daB auch in diesem Falle 
eine Gewdhnung nétig ist, obwohl sie bei dieser Girung nicht 
niher untersucht wurde. Anfangs war die Gasbildung schwach 
und das gebildete Gas war Kohlendioxyd. Nach und nach wurde 
die Gasbildung verstirkt und das Gas enthielt mehr und mehr 
Wasserstoff. Aus der Gasbildung (s. Figur) konnte man schon 
schlieBen, daB bei der Girung mindestens zwei verschiedene 
Reaktionen sich abspielen. Das war auch zu erwarten, wenn 
die Glycerinsiiure in {{ssig- und Ameisensiure gespalten wurde. 
Bei dieser Reaktion wird nur reines Kohlendioxyd bei der Neu- 
tralisation der entstandenen Essigsiiure durch Kreide gebildet. 
Die spiiter eintretende lebhafte Kohlendioxyd- und Wasserstoff- 
bildung entstammt der Spaltung der Ameisensaure. 

Die Analyse der Girlésungen zeigte dann, daB die Glycerin- 
siure ziemlich quantitativ in Essig- und Ameisensiiure gespalten 
wird. Bei einem Girversuch (Versuch 1), wobei die Giirung schon 
wihrend der schwachen Gasbildung aufhérte, war das Verhiltnis 
Kssigsiiure: Ameisensiiure ziemlich genau 1 Mol.:1 Mol. Bei 
anderen Giirversuchen wurde die Giirung erst spiter abgebrochen 
und die Ameisensiure war dabei schon zum gr6éBten Teil oder 


sogar total in Kohlendioxyd und Wasserstoff gespalten. Auf 


Grund der Menge von Kssigsiiure konnte man jedoch stets die 
Menge der entstandenen Ameisensiiure berechnen. Bei ver- 
schiedenen Girversuchen entsprach die Summe der gefundenen 
Kssigsiiure und berechneten Ameisensiure 88—98°/, von der ver- 
gorenen Glycerinsiiure. Die Vergiirung von der Glycerinsiiure 
tindet also ziemlich quantitativ nach den folgenden Formeln statt: 
CH,(OH)-CH,(OH)-CO,H = CH,-CO,H + HCO,H 
HCO,H = CO, + Hy. 
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Neben Essigsiure, Ameisensiure, CO, und H, wurde nur 


sehr wenig Alkohol gefunden. Seine Menge betrug 1—3°/, von 


vergorener Glycerinsiiure. Ob er aus Glycerinsiure oder aus den 
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Die Gasbildung bei verschiedenen Girversuchen mit d,)]-Glycerinsaurem Calcium als Substrat. 


teservekohlenhydraten in den Bakterienzellen entsteht, haben 
wir wegen der minimalen Menge nicht niiher untersucht. 
Aus der Tab. 1 sind die Resultate der Girversuche ersichtlich. 
Von der dl-Glycerinsiiure, welche das Substrat bei unseren 
Versuchen darstellte, wurde die 1-Form zuerst vergoren. Bei 
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einem Girversuch (Versuch 2), wobei 50°/, von der Glycerinsiure 
vergoren war, wurde die Drehung der zuriickgebliebenen Glycerin- 
siure bestimmt. Fir das Ca-Salz der Siure wurde [a]j* = — 11,98 
in 7,6°/, Lésung gefunden. Nach der Literatur ist [a]j,’ des Ca- 
Salzes der rechtsdrehenden Glycerinsiiure 11,66.1) Die nicht ver- 
gorene Siiure war also reine d-Glycerinsdiure. Auch diese Form 
der Glycerinsdure ist jedoch nicht bestindig gegen B. coli, denn 
mit einigen Bakterienmassen wurde auch sie vergoren. Bei dem 
Girversuch 5 verschwand die Glycerinsiure vollig. Bei dem 
Versuch 4 hérte die Garung dagegen auf, wenn die Hilfte von 
der Glycerinsiure vergoren war. 


Tabelle 1. 








Glycerin- | Glycerin —— 
mlyce -}Ornyc _ Sa ‘ Pies 
n ~ Essig- Ameisen- Ameisen- 
e saure |saure un- m ” Alkohol | siéure von 
Nr. siure siure a ie 
vergoren | vergoren verg. Gly- 
cerinsaure 
mg mg mg mg mg "i, 
— : = a — — aS — — —=~— Ss a 
1 _ — 116 94°) ii _ 
2 084 1016 — — — — 
8 1150 850 640 49() 8) 32 98,2 
4 990 1010 498 382 *) 30 88,9 
5 2000 —~ 995 763 °) 19 87,9 




















Die Girgeschwindigkeit der Glycerinsiure war bei unseren 
Versuchen viel kleiner als die von Dioxyaceton. Nach dem Ver- 
such 3 vergor 1g. Bakterienmasse 500mg. Glycerinséure 1) 
etwa 4400 Minuten. Die Giargeschwindigkeit der Glycerinsaure 
war also etwa zehnmal kleiner, als in unserem Laboratorium {fii 
Dioxyaceton maximal gefunden worden ist. Man konnte darum e- 
warten, daB bei der Vergiirung von Dioxyaceton die Glycerin- 
siiure, falls sie als Zwischenprodukt entsteht, sich dermaBen an- 
hiuft, daB sie zu isolieren ist. Bisher ist die Isolierung uns 
jedoch nicht gelungen. 

In bezug auf die Bestimmung der Glycerinsiiure ist zu er- 
wiihnen, daB auch aus ihr bei der Milchsiurebestimmung nach 
dem Prinzip von Fiirth-Charnass Aldehyd entsteht, wenn auci 


| 


') Frankland u. Appleyard, Journ. Chem. Soe, Bd. 68, S. 296 (1898 
*) Gefunden. 
5) Berechnet. 
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nur etwa fiinfmal weniger als aus Milchsiiure. Wegen des kleinen 
Jodverbrauchs und vielleicht auch aus anderen Griinden zeigen 
die Resultate bei verschiedenen Versuchen eine so groBe Streu- 
ung, daB die Oxydationsmethode wenigstens in ihrer jetzigen 
Form nicht brauchbar fiir die quantitative Bestimmung der Gly- 
cerinsiure ist (vgl. Tab. 2). Auch aus Glycerin entsteht bei der 
Oxydation mit n/500-KMnO,-Lisung etwas Aldehyd. Die Beob- 
achtungen mahnen zur Vorsicht bei der Mikrobestimmung der 
Milchsaéure nach der Oxydationsmethode. 

Bei unseren Girversuchen wurde die nicht vergorene Gly- 
cerinsiure als Ca-Salz bestimmt. Weil in der Giarlésung keine 
andere nichtfliichtige Siiure zu finden war, gestaltete sich die 
Analyse recht einfach. 


Experimenteller Teil. 

Die dl-Glycerinsiiure wurde nach der Methode von Mulder!) 
hergestellt. Die Methode wurde nur insofern verindert, daB die 
nach der Oxydation erhaltene saure Fliissigkeit mit einer Mi- 
schung von CaO und CaCO, an Stelle des basischen Bleinitrats 
neutralisiert wurde. Das Ca-Salz der Glycerinsiure krystallisierte 
aus dem Filtrat beim Erkalten. Nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren war das Salz analysenrein und hatte die Zusammensetzung 
(CH,OH-CHOH.CO,),Ca + 2 H,0. 

Beim Oxydieren der Glycerinsiiure mit n/500-Permanganat- 
lésung nach dem Prinzip von Fiirth-Charnass?), wurde Aldehyd 
gebildet, obwohl viel weniger als aus Milchsiure. Wir haben 
einige Bestimmungen mit glycerinsaurem Calcium ausgefiihrt, um 
eine Methode zur Bestimmung der Glycerinsiiure zu finden. Aus 
folgender Tabelle gehen die Resultate hervor., 


Tabelle 2. 





Angewandte Entspricht — dem Jod- 
Glycerinsiure {0,01 n-Jodlésung ag ore 
mg ecm mg 
10 4,66 2,1 
10 8,78 1,7 
10 5,32 2,4 
6 2,78 1,25 











') Chem. Ber. Bd. 9, S. 1902 (1876). 
*) Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1929). 
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Im Mittel entspricht also 10 mg Glycerinsiure 1,86 mg Milch- 
siure oder 1 mg Glycerinsiiure entspricht 0,46 ccm 0,01 n-Jod- 
lésung. Zu erwiihnen ist, daB die Oxydation von Glycerinsiure 
viel langere Zeit in Anspruch nimmt, als die von Milchsiure. 

Die Girversuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daf 
B. coli I in einer Nihrlésung von folgender Zusammensetzung: 
8g Pepton, 4g Fleischextrakt, 5g NaCl, 3g K,HPO, pro 
1 Liter Wasser und dazu noch eine spezielle Kohlenstoffquelle, 
die bei jedem Versuch erwiihnt ist, bei 37° etwa 24 Stunden ge- 
ziichtet, dann abzentrifugiert, gewaschen und in der Girlésung 
suspendiert wurde. 

Betreffend die Analyse des Giirgutes sei folgendes erwihnt. 
Das Girgut wurde an Alkohol und fliichtigen Siuren in derselben 
Weise wie bei der Arbeit iiber die Vergiirung von Dioxyaceton 
untersucht. Die von fliichtigen Siuren befreite Lésung wurde 
mit Kreide neutralisiert und heif filtriert. In der klaren Lésung 
wurde die nicht vergorene Glycerinsiure in der Weise bestimmt, 
daB die Lésung auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft 
wurde. Die zuriickgebliebene Salzmasse war glycerinsaures Calcium, 
welches noch ganz kleine Mengen Calciumsulfat enthielt. Die 
Menge des Sulfats wurde von der Menge der ganzen Salzmasse 
subtrahiert. Durch Ca-Bestimmung wurde die Reinheit des 
zuriickgebliebenen glycerinsauren Calciums bestiitigt. 

Bei zwei Girversuchen fillten wir das bis zum kleinen 
Volumen eingedampfte Filtrat mit Alkohol, wobei etwa 70°/, von 
der in Lésung gefundenen Glycerinsiure ausgefallt wurde. Beim 
Stehen verwandelte sich die Fallung in eine krystallinische Masse. 
In Wasser gelést wurde das Drehungsvermégen derselben bestimmt. 


Garversuche. 


Versuch 1. Die Nihrlésung enthielt 0,2°/, Glycerin. Die durch 
Abzentrifugieren erhaltene Bakterienmasse wog 2 g und wurde in sterili- 
sierter Wasserlésung, welche 1,350 g glycerinsaures Calcium (= 1 g Gly- 
cerinsiiure) und 1,5 g Kreide enthielt, suspendiert. Die Girlésung wurde 
dann sofort mit CO,, welches durch konzentrierte H,SO, und steriles Wasser 
geleitet war, bei 37° gesittigt, an einer mit Quecksilber gefiillten Biirette 
vereinigt und in Wasserthermostat von 37° gebracht. Das Giirvolumen 
war 113 ccm. Die Gasbildung begann erst nach 40 Stunden. Nach 
90 Stunden waren in allem 74cem CO, gebildet und die Girung kam in 


Stillstand. 
Die quantitative Bestimmung der nicht vergorenen Glycerinsiure mib- 


lang. Bei der Analyse wurden folgende Giirprodukte gefunden: 
Essigsiure . ... .. =. =. . 116mg 
Ameisensiure . . ... . . . 94mg. 
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Das Verhiltnis Essigsiiure : Ameisensiiure = 1: 1. 

Versuch 2. Die Bakterien wurden in Fleischbouillon, welche 0,2°/, 
Dioxyaceton enthielt, geziichtet. Durch Abzentrifugieren wurde 5,3 g Bak 
terienmasse erbalten. Die Girlésung enthielt 2,7 g glycerinsaures Calcium 
und 1,5 g Kreide, das Volumen derselben war 205 ccm. Die Gasbildung 
begann nach 20 Stunden. Nach 50 Stunden war 188cem Gas _ gebildet. 
Die Girung hérte dabei vollstiindig auf, und das Girgut wurde darum 
unalysiert. Nach Ubertreiben der fliichtigen Siiuren und Neutralisieren 
der zuriickbleibenden Lisung mit Kreide wurde das Filtrat auf kleines 
Volumen abgedampft. Beim Erkalten erfolgte keine Krystallisation und 
die Lésung wurde darum mit Alkohol versetzt. Hierbei fiel 1,051 g gly- 
cerinsaures Calcium aus. Das ausgefiillte Salz hatte in 7,6°/, Wasser- 


lésung [a] =— 11,98. Dieser Wert stimmt vollstiindig mit den friiher 
gefundenen Werten fiir reines d-glycerinsaures Calcium, fiir welches in 
10°/,iger Loésung [@]i,)? = — 11,66 ist. Die Leichtléslichkeit des Ca-Salzes ist 


auch charakteristisch fiir die zuriickbleibende d-Siure. 

Das Filtrat nach der Alkoholfillung wurde bis zur Trockne ein- 
gedampft, wobei noch 0,329 g glycerinsaures Calcium erhalten wurde. Im 
ganzen war also 1,380 g glycerinsaures Ca entsprechend 1,016 g Glycerin- 
siure unvergoren geblieben, Weil die Giirlésung im Anfang 2 g Glycerin- 
siiure enthielt, so war die andere Hilfte, also |-Glycerinsiure, vergoren, 
d-Glycerinsiiure dagegen zuriickgeblieben. 

Versuch 8. Die Fleischbouillon, in welcher die Bakterien geziichtet 
wurden, enthielt 0,2°/, glycerinsaures Calcium. 

Die Zusammensetzung der Giirlésung war: 2,7 g_ glycerinsaures 
Calcium, 1,5 g Kreide, 1,9 g Bakterienmasse und 200 ccm Wasser. Die 
Gasbildung begann bei diesem Versuch sofort. Nach 90 Stunden war 
474 cem Gas, welches viel H, enthielt, gebildet worden. Die Gasbildung 
war dann schon schwach und die Girung wurde abgebrochen. Die Analyse 
des Girgutes gab folgende Resultate: 


Essigsiure . . ..... . . 640mg 


Ameisensiure . . . ... . . 20mg 
We te He ww eee | Ch 


Die Ameisensiiure war schon zum groBten Teil in CO, und H, ge- 
spalten worden. Von der Glycerinsiiure waren 1150 mg vergoren, denn im 
(iirgut wurde 850 mg Glycerinsiiure gefunden. 

Versuch 4. Die Nihrlésung enthielt 0,2°/, Glucose und 0,2°/, 
glycerinsaures Calcium. 

Die Zusammensetzung der Girlésung war: 2,7 g glycerinsaures Cal- 
cium, 1,5 g Kreide, 6,6 g Bakterienmasse und 250 cem Wasser. 

Die Gasbildung begann sofort. Nach 24 Stunden war 285 cem Gas 
gebildet worden und weil die Gasbildung schon schwach war, wurde die 
Girung abgebrochen. Als Giarprodukte wurde gefunden: 


Essigsiure ........ . 498mg 
Ameisensiiure . ..... . . 43mg 
Bimemel ww tl tl lw ew | CR mg. 


Unvergorene Glycerinsiiure wurde 1010 mg gefunden, wonach 990 mg 
vergoren war. 


4* 








Versuch 5. Die Nihrlésung enthielt auch bei diesem Versuch 
0,2°/, Glucose und 0,2°/, glycerinsaures Calcium. 

Die Zusammensetzung der Giirlésung war: 2,7 g glycerinsaurés Cal- 
cium, 1,5 g Kreide, 6,3 g Bakterienmasse und 200 cem Wasser. 

Die Gasbildung begann sofort. Nach 70 Stunden war 462 ecm Gas 
entstanden. Die Gasbildung hat dann giinzlich aufgehért und das Girgut 
wurde analysiert. Gefunden wurde: 


Essigsiure ..... .. . . 995mg 
Ameisensiure . ....... 0 mg 
Alkohol ........ . +. 20mg. 


Die Ameisensiure war also total in CO, und H, gespalten. Das 
wihrend der Girung gebildete Gas enthielt tatsiichlich grobe Mengen 
Wasserstoff. 

Die dl-Glycerinsiiure war bei dieser Girung vollstiindig vergoren, denn 
im Giirgut wurde keine Glycerinsiure gefunden. 

Versuch 6. Bei diesem Versuch lieB man die Girung in der Nihr- 
lisung verlaufen. 200 cem Niihrlésung von oben beschriebener Zusammen- 
setzung wurde mit 1,25 g glycerinsaurem Calcium und 1,5 g Kreide beschickt 
und mit Watte verschlossen. Nach dem Sterilisieren der Lésung wurde sie 
mit B. coli I geimpft und dann 10 Tage bei 37° aufbewahrt. Die Analyse 
der Girlésung gab folgendes Resultat: 


Essigsiure . ..... . . . 184 mg 
Ameisensiure . . . . . . . . 69mg 
Alkoboi . .. =... . . « « ‘ChE bestimmt. 


Von der Ameisensiure war also ein ‘Teil gespalten worden. Durch 
Atherextraktion wurde aus dem zur Trockne eingedampften Girgut 500 mg. 
Glycerinsiiure wiedergefunden. Es waren also 430 mg Glycerinsiiure ver- 


goren. 
Zusammenfassung. 


dl-Glycerinsiure wird von B, coli glatt in Essig- und Ameisen- 
siure und die letztgenannte weiter in H, und CO, gespalten. 
Zuerst wird ]-Glycerinsiure vergoren. Gewdhnlich kam die Girung 
in Stillstand, als 1-Siure verschwunden war und die d-Glycerinsiiure 
war dann in reiner Form aus der Girlésung zu isolieren. Bei 
einem Versuch verlief die Giirung dagegen bis zu Ende und 
sowohl die 1- als d-Glycerinsiure wurden vergoren. Die Gir- 
geschwindigkeit von Glycerinsiure ist bedeutend kleiner als die 
von Dioxyaceton. 

Bei der Milchsiiurebestimmung nach dem Prinzip von Firth- 
Charnass entsteht aus der Glycerinsiure etwa 5 mal weniger 
Aldehyd als aus der Milchsiiure. Da aus dem Glycerin auch 
etwas Aldehyd bei dieser Bestimmung entsteht und sowohl Gly- 
cerinsiiure als Glycerin keine Reaktion nach Molisch geben, ist 
Vorsicht am Platze bei der Bestimmung von Milchsiure nach dieser 
Methode. 
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+ Untersuchungen iiber das Verhalten der Pyrophosphorsadure 
und des Lactacidogens bei der Muskelarbeit. 


Von 


Gustav Embden, Julie Hefter und Margarete Lehnartz. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1929.) 





Durch die Entdeckung der Pyrophosphorsiure, die wir Loh- 
' mann?) verdanken, ist die Lehre vom Chemismus der Muskel- 


kontraktion noch verwickelter geworden. 


Es soll zwar nach Lohmann der Zerfall der Pyrophosphor- 
siiure ,fiir den intakten Muskel“ ,unter normalen physiologischen 
Bedingungen“ nicht in Betracht kommen, weil er an isolierten 
Froschmuskeln wohl ihren Abbau wihrend der Arbeit, nicht aber 
ihren Wiederaufbau bei der Erholung beobachten konnte. Schon 
vor einiger Zeit wiesen wir demgegeniiber aber darauf hin, dab 
unter geeigneten Versuchsbedingungen die Pyrophosphorsiure- 
} spaltung nach ermiidender Arbeit des isolierten Muskels wihrend 
der Erholung in Sauerstoff von ihrem Wiederaufbau gefolgt ist.’) 

Die Beweiskraft friiherer Arbeiten, in denen wir die Ver- 





mehrung ,anorganischer“ Phosphorsiiure bei der Kontraktion und 


, uach ermiidender Arbeit isolierter Froschmuskeln ausschlieBlich 


auf den Abbau des Lactacidogens, ihre Wiederverminderung nach 
der Erschlaffung und bei der aeroben Erholung auf den Wieder- 
aufbau dieser Substanz zuriickgefiihrt hatten*), wurde durch die 
Auffindung der Pyrophosphorsiiure und ihrer fermentativen Spal- 


') Naturw. 1928, S. 298; Biochem. Zs. Bd, 202, S. 466 (1928); Bd. 203, 
S. 164 und 172 (1928). 

*) G. Embden, Vortrag in der Wiener biolog. Ges. am 11. Mirz 1929, 
Klin. Wochenschr. 1929, S. 913. 

5) G. Embdenu. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 (1922); 
G, Embden u. H. Hentschel, Diese Zs. Bd. 151, S. 167 (1926). 
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tung im Muskel erschiittert. An der Hand einer neuen Methode 
konnte aber neuerlich von Embden und Jost gezeigt werden, 
daB bei der Kontraktion in der Tat eine starke Spaltung des 
Lactacidogens erfolgt, welche nachtriglich rasch dem Wieder- 
aufbau der Hexosemonophosphorsiure Platz macht.’) 

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den Abbau- und 
Aufbauvorgiingen, die an den beiden genannten Substanzen — 
der Pyrophosphorsiiure und der Hexosemonophosphorsiure — bei 
der Muskeltitigkeit sich abspielen: 

Im ersten Abschnitt wird ihr Verhalten bei der aeroben Er- 
holung nach vorausgegangener ermiidender Tatigkeit untersucht. 

Im zweiten Abschnitt wird der zeitliche Verlauf des Abbaus 
und Wiederaufbaus der Pyrophosphorsiiure und des Lactacidogens 
bei der Kontraktion verfolgt. 

In beiden Abschnitten werden Anhaltspunkte dafiir gewonnen, 
daB bei dem physiologischen Geschehen im Muskel Orthophosphor- 
siiurebildung nicht nur aus der Hexosemonophosphorsiure sowie 
der Pyrophosphorsiure und dem Phosphokreatin erfolgt, sondern 
daB noch eine weitere Phosphorsiurevorstufe im Muskel vorhanden 
ist, die einerseits im Kontraktionsaugenblick in einem bei oder 
nach der Erschlaffung reversiblen Proze®’ Phosphorsiure abspaltet, 
andererseits auch bei der aeroben Erholung. 


I. Uber das Verhalten der Pyrophosphorsaure und der Hexose- 
monophosphorsaure bei der Erholung in Sauerstoff nach er- 
midender Tatigkeit. 


Methodik. 


Unsere Versuche wurden an ein und derselben Froschsendung (grofe 
Ksculenten) wiihrend der Monate Januar und Februar angestellt. Zu jedein 
Versuche wurden 2—3 Frésche verwandt, deren Gastroenemien unmittelbar 
nach ihrer Priparation genau in der friiher von Embden und Hentsche!’) 
angegebenen Weise an Platinelektroden aufgehingt wurden. Die Muskeln 
wurden alsdann in KopyloffgefaBe versenkt, die als feuchte Kammer her- 
gerichtet waren und unter Sauerstoffdurchleitung bei einem in allen spi- 
teren Versuchen gleichbleibenden Rollenabstand, der zu Versuchsbeginn 
gerade zu maximaler Kontraktion fiihrte, mit 50 Offnungsinduktionsschliigen 
pro Minute so lange gereizt, bis ein Reizerfolg am Muskel selbst nicht mebr 
sichtbar war. Dies war meist schon nach 7—8 Minuten der Fall (nur in 
Versuch 1 wurde 15 Minuten gereizt). 





1) Diese Zs. Bd, 179, S. 24 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 151, S. 171 (1926). 
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Die Reizdauer war also in unseren Versuchen wesentlich kiirzer als 
in denen von Embden und Hentschel, wahrscheinlich auch die Ermiid- 
barkeit der von uns angewandten Froschmuskeln gréBer. 

Die Muskeln wurden zur Vermeidung von Phosphorsiiureabspaltung 
am erholten Muskel nicht in fliissiger Luft zerfroren, sondern ebenso wie 
in den friiheren Versuchen von Embden und Hentschel so rasch wie 
méglich auf der eisgekiihlten Glasplatte mit der Schere zerschnitten. Jeder 
einzelne Muskel wurde dabei fiir sich zerkleinert und sofort in das vor- 
gewogene, mit Gummistopfen fest verschlieBbare Wigegliischen versenkt, 
das 10 ccm 1°/,ige Salzsiure, in der 5°/, Trichloressigsiiure gelést waren, 
enthielt, wobei fiir rascheste Berithrung der Fliissigkeit mit dem Muskelbrei 
gesorgt wurde. 

Die Muskeln der einen Seite kamen sofort nach der Ermiidung zur 
Verarbeitung, die der anderen erst nach zweistiindiger Erholung in Sauer- 
stoff. Das Gewicht der ermiideten Muskeln einerseits, der erholten anderer- 
seits wurde durch Riickwiigung des mit der Fliissigkeit vorgewogenen Ge- 
fiBes ermittelt. 

Die die Muskulatur enthaltenden, stark sauren Fliissigkeiten blieben 
iiber Nacht stehen, wobei es zu vollstiindiger Spaltung des Phosphokreatins 
kam, dessen Schicksal in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt 
wurde; es wurde iiberall in der Orthophosphorsiurefraktion mitbestimmt. 
Gemessene aliquote Anteile der eiweiBfreien Filtrate wurden zur gravi- 
metrischen Bestimmung!) der von vornherein vorhandenen Orthophosphor- 
siiure sowie derjenigen nach kurzdauernder, zu vollkommener Spaltung der 
Pyrophosphorsaure fiihrender Hydrolyse benutzt. Zur Hydrolyse wandten 
wir in den Versuchen dieses Abschnittes die von Emil Lehnartz?) kiirzlich 
veroffentlichte Methode an. 

Ein weiterer Anteil des Filtrates diente zur Bestimmung des Lact- 
acidogens mittels der von Embden und Jost’) beschriebenen Methode. In 
einem groBen Teil der Versuche wurde auch die gesamte lésliche Phosphor- 
siure bestimmt. 

In den meisten Versuchen wurden auBer dem ermiideten und dem er- 
holten Gastrocnemius auch noch die beiderseitigen Ruhesemimembranosi 
der gleichen Fréseche genau in der eben beschriebenen Weise verarbeitet. 


Das Ergebnis der simtlichen, in der geschilderten schonenden 
Art angestellten Versuche ist in der Tab. 1 niedergelegt, aus 
deren 1. und 2. Vertikalreihe die notwendigen Einzelheiten der 
Versuchsanordnung hervorgehen. 

Die 3. Reihe enthilt die Werte fiir Orthophosphorsiure, 
Man sieht, da8B in simtlichen Versuchen der Orthophosphorsiure- 
gehalt im erholten Muskel geringer als unmittelbar nach der 
Reizung ist. Die GréBe des Unterschiedes liegt iiberall auBerhalb 
der Fehlergrenze der Bestimmung und zwischen wenig mehr als 
0,01°/, (Versuche 2 und 8) und iiber 0,06°/, (Versuch 8). 

') G. Embden, Diese Zs. Bd. 118, S. 188 (1921). 


) Diese Zs. Bd. 184, S. 39 (1929). 
*) Diese Zs, Bd, 179, 8. 31 (1928). 
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Aus Reihe 4 ist die nach der sauren Hydrolyse gefundene 
Phosphorsiituremenge ersichtlich. Diese ist in einigen Versuchen 
(Versuche 1, 5, 8, 9) fiir den ermiideten und den erholten Muskel 
nahezu gleich, wihrend in samtlichen anderen Versuchen bei der 
Krholung eine weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
gelegene Vermehrung dieser Fraktion eingetreten ist. 

Die Kolonne 5 ist als Differenz der Reihen 4 und 38 er- 
rechnet und gibt die Pyrophosphorsiurewerte als H,PO, an; 
sie zeigt, dab unmittelbar nach der Ermiidung der Pyrophosphor- 
siuregehalt ein weitaus geringerer war, als in den erholten Muskeln. 
In 8 von 12 Versuchen erreicht die auf den frischen Muskelbrei 
bezogene Pyrophosphorsiurebildung wihrend der Erholung an- 
nihernd 0,05°/, und mehr. (Versuche 1, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11). 
Die Pyrophosphorsiiure steigt bei der Erholung oft auf ein Mehr- 
faches des Ermiidungswertes an, in Versuch 4 auf das Viereinhalb- 
fache, und auch in mehreren anderen auf mehr als das Doppelte. 

In allen Versuchen, auBer im ersten, wurde auch der Ortho- 
und der Pyrophosphorsiuregehalt der Ruhesemimembranosi er- 
mittelt. Aus frither im hiesigen Institut angestellten Untersuchungen 
ist bekannt, daB der Gehalt frischer Semimembranosi an ,,Ortho- 
phosphorsiure* immer héher als jener der Gastrocnemien ist.’) 
Unmittelbar nach der Ermiidung enthielten die von uns unter- 
suchten Gastrocnemien demgegeniiber ausnahmslos mehr ,,Ortho“- 
phosphorsiure als die frischen Semimembranosi, woraus hervorgeht, 
daB bei der ermiidenden Reizung Orthophosphorsiure zur Ab- 
spaltung kam. 

Nach der Erholung liegt ein Teil der an den Gastrocnemien 
gefundenen Orthophosphorsiurewerte unter den Ruhewerten fiir 
die Semimembranosi. In diesen Versuchen ist der Orthophosphor- 
siiuregehalt der Gastrocnemien bei der Erholung méglicherweise 
auf die Ruhewerte abgesunken. 

Die unmittelbar nach der Reizung gefundenen Pyrophos- 
phorsiiurewerte sind ausnahmslos weit niedriger als die an den 
frischen Semimembranosi erhaltenen. Nach der Erholung wird 
mehrfach der Pyrophosphorsiurewert der frischen Semimembra- 
nosi erreicht und sogar etwas iiberschritten. In anderen Fillen 
bleibt aber auch der an den erholten Gastrocnemien ermittelte 


') H. Behrendt, Diese Zs., Bd. 118, S. 189 (1922). G. Embden u. 
H. Hentschel, Diese Zs. Bd. 151, S. 168 (1926). 
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Pyrophosphorsiuregehalt weit hinter denen der Ruhesemimem- 
branosi zuriick. ?) 

In denjenigen Versuchen, in denen der Gehalt an sofort 
bestimmbarer anorganischer Phosphorsiiure wahrend der Er- 
holung sehr stark absank (Reihe 3), war keine oder wenigstens 
keine erhebliche Vermehrung der nach kurzdauernder Hydro- 
lyse bestimmbaren Phosphorsiure eingetreten. (Versuche 1, 5, 
8, 9) Die Pyrophosphorsiurebildung bei der Erholung erfolgte 
hier also ganz oder fast ganz auf Kosten der gleichzeitig ver- 
schwindenden Orthophosphorsiure, 

Aber auch in jenen Fiillen, in denen die Orthophosphorsiure 
bei der Erholung nur wenig abnahm, trat starke Pyrophosphor- 
siurebildung auf, von der mehrmals der gréBere Anteil nicht 
aus wibhrend der Erholung verschwindender Orthophosphorsiure 
(Kolonne 3), sondern aus der Zunahme der Werte fiir die Phosphor- 
siure nach der Hydrolyse sich herleitet (siehe Versuche 2, 3, 11, 12). 

Es fand hier also wihrend der Erholung ein Ubergang von 
urspriinglich nicht durch kurzdauernde Hydrolyse abspaltbarer 
Phosphorsiure in die leicht spaltbare Form statt, und wir gehen 
wohl nicht fehl mit der Annahme, daB diese leicht hydrolysierbare 
Phosphorverbindung nichts anderes war wie Pyrophosphorsaure. 

Die Quelle fiir diese Pyrophosphorsiure bleibt einstweilen un- 
bekannt. Lactacidogen kommt als Muttersubstanz jedenfalls nicht 
in Frage, denn die in 8 Versuchen fiir beide Muskeln bestimmten 
Werte fiir Lactacidogenphosphorsiure stimmen fast iiberall innerhalb 
der Fehlergrenze der Methode miteinander iiberein. (Kolonne 7). 

Auch der Ubergang von urspriinglich unléslicher Phosphor- 
saure (Phosphatidphosphorsiure?) in lésliche kommt nicht in Be- 
tracht, weil der Gehalt an léslicher Phosphorsiure in den 6 Ver- 
suchen, in denen er in beiden Muskeln ermittelt wurde, vor und 
nach der Erholung praktisch gleich war. Hierdurch werden auch 
irgend erhebliche Verinderungen des Wassergehaltes der Muskeln 
bei der Erholung ausgeschlossen. 

Im nachfolgenden wird mitgeteilt, daB unter anderen Ver- 
suchsbedingungen als Muttersubstanz der Pyrophosphorsiure Ade- 
nosinphosphorsaiure oder wahrscheinlicher deren Desaminierungs- 





') Vergleichende Untersuchungen iiber den Pyrophosphorsiuregehalt 
ruhender Gastrocnemien und Semimembranosi des gleichen Frosches liegen 
zurzeit noch nicht vor. 

*) KK. Sorg, Diese Zs. Bd. 182, S. 97 (1929). 
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produkt Inosinsaure in Betracht kommt. Méglicherweise fand auch 
bei der aeroben Erholung eine Phosphorsiureabspaltung aus der 
gleichen Quelle statt. | 

Durch die Tatsache, daB das Lactacidogen nach immerhin 
nicht unerheblicher Ermiidung wihrend nachtriiglicher aerober 
Erholung in seiner Menge gleich bleibt, wird die friiher von 
Kmbden und Hentschel ausgesprochene Anschauung, daB nach 
vorheriger Ermiidung Wiederaufbau des Lactacidogens bei der 
Erholung in Sauerstoff erfolgte, widerlegt, wobei wir aber die 
ihrer Anschauung zugrunde liegende Beobachtung der Vermehrung 
der Orthophosphorsiure bei der Ermiidung, ihrer Wiederabnahme 
bei der Erholung, durchaus bestiitigen konnten. 

Bei den in unseren Versuchen erreichten Ermiidungsgraden 
kam es wohl iiberhaupt nicht zu einer Verminderung des Lact- 
acidogens, vielmehr blieb die Reversibilitiit seiner bei jeder Kon- 
traktion erfolgenden Spaltung anscheinend vollkommen erhalten.’ 

Die von uns gefundenen Werte fiir Lactacidogenphosphor- 
siure iibertreffen nimlich nicht nur diejenigen weitaus, welche 
Kmbden und Jost an frischen Muskeln fanden, die im kontra- 
hierten Zustande zur Erfrierung gebracht wurden, sie liegen im 
ganzen auch iiber den von diesen Autoren fiir den erschlafften 
Muskel erhaltenen Ergebnissen. Vielleicht spielen hier jahres- 
zeitliche Unterschiede eine Rolle, doch kommen noch andere 
Erkliirungsméglichkeiten in Betracht. 

Fiinfmal fiihrten wir Lactacidogenbestimmungen auch an den 
Ruhesemimembranosi aus, dreimal (Versuche 7, 10, 12) lagen diese 
unter den fiir die Gastrocnemien ermittelten, zweimal (Versuche 9, 
11) waren sie etwas héher. Mangels vorliegender vergleichender 
Bestimmungen des Lactacidogengehaltes der beiden Muskelarten 
im Ruhezustande begniigen wir uns mit diesem Hinweis. 

In einer Reihe von Fallen nahmen wir die Ermiidung in 
weniger schonender Weise vor. Hierbei wurde die Reizung nicht 
nur lingere Zeit fortgesetzt, sondern auch die Reizstirke waihrend 
der Arbeitsperiode vermehrt. Bei diesem unvorsichtigerem Vor- 
gehen blieb nicht nur das Verschwinden anorganischer Phosphor- 
siure aus, was ebenfalls den friiher von Embden und Hentschel 
gemachten Erfahrungen entspricht, sondern es trat gerade so wie 


') Aus im Gange befindlichen Untersuchungen scheint hervorzugehen, 
daB nach stark ermiidender Arbeit Verminderung der Hexosemonophosphor- 
siure eintreten kann. (Siehe auch Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 203, 


S. 179 (1928)). 
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in den von Lohmann angestellten Versuchen keine Riickbildung 
von Pyrophosphorsiure, oder sogar eine weitere Verminderung 
dieser Substanz ein. 


II. Uber den zeitlichen Verlauf des Abbaus und Wiederaufbaus 
der Pyrophosphorséure und des Lactacidogens 
bei der Muskelkontraktion. 


Wir sind iiher den zeitlichen Verlauf des Abbaus und des 
Wiederaufbaus mehrerer phosphorsiurehaltiger Titigkeitssubstanzen 
wenigstens einigermaBen unterrichtet. So wissen wir, daB die 
Spaltung der Hexosemonophosphorsiiure in Hexose und Phosphor- 
siure wihrend der Verkiirzung, und zwar anscheinend in einem 
frihen Stadium derselben, erfolgt. Das gleiche gilt fiir das 
Phosphokreatin, dessen Zerfall in Phosphorsiure und Kreatin 
Meyerhof?) neuerlich in eine friihe Phase der Zuckung verlegt 
und mit der Chronaxie in Zusammenhang gebracht hat. Ferner 
laBt sich durch geeignete Versuchsanordnungen leicht dartun, 
daB auch die Ammoniakbildung aus der Muskeladenylsiure bei 
der Zuckung eintritt, um wihrend der Pausen zwischen den 
Zuckungen dem umgekehrten Vorgange, also dem Wiederaufbau 
der Adenylsiure Platz zu machen.’) 

So verschiedenartig im einzelnen die drei genannten Spaltungs- 
prozesse, so unvollkommen zurzeit unsere Kenntnisse iiber die 
innere Verkniipiung dieser Vorginge trotz friiher und neuer- 
lich namentlich von Kmil Lehnartz*) gefundener Zusammen- 
hinge auch bleiben, eines ist ihnen gemeinsam: Sowohl der 
Zerfall der Hexosemonophosphorsiure in Hexose und Phosphor- 
siure, wie jener des Phosphokreatins in Orthophosphorsiure und 
Kreatin, wie schlieBlich auch die Desaminierung der Muskel- 
adenylsiure fiihren zu Produkten, die weniger sauer reagieren 
als die Ausgangssubstanzen, d. h., es kommt unter der Kinwirkung 
dieser 3 Spaltungsvorginge zu einer Verschiebung der Reaktion 
nach der alkalischen Seite.*) 


1) O. Meyerhof, Naturw. Bd. 17, S. 283 (1929); D. Nachmannsohn, 
Biochem. Zs. Bd. 213, S. 262 (1929). 

*) Embden, Carstensen und Schumacher, Diese Zs. Bd. 179, 
S. 186 (1928); Margarete Lehnartz, Diese Zs. Bd. 184, S. 183 (1929). 

5) Diese Zs. Bd. 184, S. 1 (1929). 

*) Wir lassen bei dieser Erérterung die Milchsiiurebildung auBer acht, 
die, wie wir namentlich auf Grund bisher unwiderlegter Versuche von 
Embden u. Lehnartz [Diese Zs. Bd. 176, S. 231 (1928), Bd. 178, S. 311 
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Passen also diese Tatsachen wenig zur Annahme einer bei der 
Kontraktion erfolgenden Séuerung, so schienen die Verhiltnisse 
beziiglich der Pyrophosphorsiiure zuvichst umgekehrt zu liegen., 

DaB die Anschauung Lohmanns, wonach Abbau der 
Pyrophosphorsaure kein essentieller Vorgang bei der Muskel- 
kontraktion ist, nicht zutrifft, wurde im vorigen Abschnitt gezeigt. 
Diese Versuche geben aber iiber den zeitlichen Verlauf des 
Pyrophosphorséureabbaus bei der Muskelarbeit keinen AufschluB, 
ebensowenig wie etwa die Tatsache, daB unter den Bedingungen 
der aeroben Erholung Milchsiiure zum Verschwinden gebracht 
wird, beweist, daB die Milchsiiurebildung ausschlieBlich im 
Kontraktionsaugenblick erfolgt. 

Die Aufklirung des zeitlichen Verlaufs des Abbaus und 
Wiederaufbaus der Pyrophosphorsiure war yon vornherein um 
so erwiinschter, weil die Keaktionsverschiebung beim Zerfall eines 
Molekiils Pyrophosphorsiure in 2 Molekiile Orthophosphorsiure 
in der umgekehrten Richtung liegt wie bei der Spaltung der drei 
eben genannten phosphorsiurehaltigen Titigkeitssubstanzen. Dies 
geht aus Versuchen von Emil Lehnartz hervor, in denen die 
vergleichende elektrometrische Titration von Pyrophosphorsiure- 
lésungen und Orthophosphorsiurelésungen gleichen Phosphor- 
gehalts ausgefiihrt wurde.’) 

Erfolgte also der Abbau der Pyrophosphorsiure ebenso wie 
jener der oben genannten Substanzen im Kontraktionsmoment, 


(1928)] glauben, zum Teil erst wiihrend der spiiteren Phase der Zuckune 
als Einleitung der Erschlaffung, zum Teil erst nach dem Gesamtablauf der 
Zuckung erfolgt. 

') Nachtrag bei der Korrektur. Diese Zs. Bd. 184, S. 46 (1929). 
Bei einer ganz iihnlichen Versuchsanordnung kam Lohmann [Biochem. Zs. 
Bd. 202, 8. 492 (1928)] zu einem abweichenden Ergebnis. Er fand namlich 
bei der vergleichenden elektrometrischen Titration von Pyrophosphor- nnd 
Orthophosphorsiurelésungen gleichen Phosphorgehaltes eine héhere Wasser- 
stoftionenkonzentration der Orthophosphorsiiure nur in einem Gebiete, das 
nach der alkalischen Seite von py 6,8 gelegen ist. Dieses Ergebnis Loh- 
manns konnte bei einer Wiederholung der elektrometrischen Titration, die 
auf freundliche Veranlassung von Herrn Lohmann durch KE. Lehnartz 
ausgefiihrt wurde, bestitigt werden. Trotzdem wiirde angesichts der im 
lebenden Muskel an den Kontraktionsorten voraussichtlich herrsehenden 
Wasserstoffionenkonzentration die Reaktionsiinderung bei der Pyrophosphor- 
siiurespaltung héchstwahrscheinlich zu einer Vermehrung der Wasserstotl- 
ionenkonzentration fihren. Hierbei ist davon abgesehen, daB es méglicher- 
weise bei der Kontraktion nicht einfach zum Aufbau von Pyrophosphorsiure 
sondern von Adenylsiiurepyrophosphorsiiure kommt. Siehe hieriiber auc! 


FuBnote 2 Seite 79. 
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so wirde der in diesem Augenblick an der Pyrophosphorsiiure 
sich vollziehende ProzeB die Reaktion im Sinne einer Siuerung 
beeinflussen. 

In Wahrheit besteht nun aber offenbar eine derartige Ver- 
schiedenheit in der Kinwirkung der an den vier bekannten phos- 
phorsiurehaltigen Titigkeitssubstanzen im Kontraktionsmoment 
sich abspielenden Vorginge auf die Wasserstoffionenkonzentration 
nicht. 

Vielmehr sei als das wesentlichste Resultat dieses Abschnittes 
vorweggenommen, da auch die an der Pyrophosphorsiiure bei 
der Muskelarbeit sich vollziehenden Abbau- und Aufbauvorgiinge 
durchaus mit der Anschauung vereinbar sind, daB im Kontraktions- 
moment eine Reaktionsverschiebung nach der alkalischen Seite 
eintritt, ja wir méchten in den nunmehr zu schildernden Ver- 
suchsergebnissen eine besonders gewichtige Stiitze fiir diese schon 
vor lingerer Zeit ausgesprochene Anschauung erblicken.*) 

Die Anordnung dieser Versuche war besonders einfach. In 
mehreren friiheren Arbeiten wurde der eine Muskel im Zustande 
der Kontraktion untersucht, der andere im erschlafften Zustande. 
Die Kontraktion wurde hierbei durch den beim Versenken in 
fliissige Luft auftretenden Kaltereiz und meist auch noch durch 
eine méglichst gleichzeitig erfolgende elektrische Reizung hervor- 
gerufen. Um den Vergleichsmuskel im erschlafften Zustande 
zur Erfrierung zu bringen, war es notwendig, ihn zuniichst einige 
Sekunden durch faradische Reizung so weit zu ermiiden, daB er 
nach kurzdauernder Erholung beim Eintauchen in fliissige Luft 
keinerlei Kontraktionserscheinungen zeigte. Es lie sich so freilich 
nicht mit Sicherheit ausschlieBen, daB ein Teil der zwischen den 
beiden Muskeln gefundenen Unterschiede auf die Ermiidung des 
im erschlafften Zustand fixierten Muskels zuriickzufiihren war. 

In der nunmehr zunichst zu besprechenden Untersuchungs- 
relhe wurden der linke und der rechte Gastrocnemius (von Tempo- 
rarien und Ksculenten) unmittelbar nach ihrer Priparation durch 
einfaches Versenken in fliissige Luft ohne elektrische Reizung 
zur Kontraktion gebracht. Der einzige Unterschied in der Be- 
handlung beider Muskeln bestand darin, daf der Gastrocnemius 
der einen Seite unbelastet, der der anderen Seite dagegen je nach 
seiner GréBe mit 25g oder 50g belastet war. Der zweite Muskel 





) G. Embden, Kli. Wo. 1927, Nr. 14; Fiske u. Subbarow, Science 
Bd. 67, S. 169 (1928). 
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leistete hierbei natiirlich eine weitaus gréBere Arbeit als de. 
erste, wir verglichen also nicht einen erschlafften und einen 
kontrahierten Muskel miteinander, sondern zwei kontrahierte, von 
denen der eine mehr Arbeit als der andere leistete. ') 


Methodik. 


Fiir jeden einzelnen Versuch kamen die Muskeln mehrerer Frdésche 
(meist 2—3) zur Verwendung. Der eine Muskel wurde hierbei mit der 
Pinzette an der Achillessehne gefaBt und in fliissige Luft eingetaucht. Bis 
zur volligen Erfrierung blieb er mit fliissiger Luft bedeckt, alsdann wurde 
die Achillessehne abgebrochen. Der zweite Muskel wurde unmittelbar 
nach seiner Priiparation genau in der gleichen Weise wie in friheren 
Versuchen von Embden und Lawaczeck?) an Elektroden befestigt. Er 
wurde je nach seiner GréBe mit 25 oder 50 g belastet und 30 Sekunde: 
spiiter (fast gleichzeitig mit dem unbelasteten Muskel) genau in der 
gleichen Weise wie in der zuletzt genannten Arbeit in flissige Luft 
versenkt. 

Auch die Zerkleinerung der Muskulatur vollzog sich ganz in der friiher 
beschriebenen Art, zur EnteiweiBung bedienten wir uns einer Lésung von 
5°/, iger Trichloressigsiiure, welche 1°/, Salzsiiure enthielt. Hierbei geht 
genau die gleiche Menge von Phosphorsiiureverbindungen wie bei dem von 
{mbden und Lawaczeck benutzten Schenckschen Verfahren in Lésung. 

Die Feststellung des Muskelgewichtes erfolgte unmittelbar nach Er- 
wiirmung der Wiigeglischen auf Zimmertemperatur durch eine zweite 
Wigung der mit 10 cem oder 15 cem der Fillungsfliissigkeit vorgewogenen 
Glischen. Fiir jeden einzelnen Versuch kamen die Gastrocnemien von 
2—6 Fréschen zur Verwendung, in einigen Versuchen aus hier nicht zu 
erérternden Griinden auch mehr. 

An gemessenen, aliquoten Teilen der klaren, eiweiBfreien Filtrate 
wurde am niichsten Tag — zu einer Zeit, zu der das Phosphokreatin voll- 
stiindig gespalten war, — die Orthophosphorsiiure gravimetrisch als Strychnin- 
phosphomolybdat bestimmt. 

An einem weiteren Teil der Filtrate wurde die gleiche gravimetrische 
Bestimmung nach 7 Minuten langer Hydrolyse in n/1-HCl unter den von 
Lohmann angegebenen Bedingungen ausgefiihrt. In einer gréBeren Reihe 
von Versuchen wurden diese Bestimmungen von vornherein in doppelter 
Anzahl, d. h. unter Verwendung zweier Portionen des gleichen, nach dem 
Zerfrieren in fliissiger Luft erhaltenen Pulvers, angesetzt. Die in diesen 
Doppelversuchen sowobl vor wie nach der sauren Hydrolyse gefundenen 
Werte stimmten so weitgehend miteinander iiberein, daB wir hier spiiterhin 
von der Ausfithrung von Doppelbestimmungen absahen. 

Bei der Siurehydrolyse kommt es auBer zur vollstiindigen Spaltung 
der Pyrophosphorsiiure auch zu einer geringfiigigen Abspaltung von Ortho- 
phosphorsiiure aus Muskeladenylsiiure (beziehungsweise Inosinsiiure) und 


) Die so gewonnenen Ergebnisse wurden zum Teil durch Embden 
auf dem 13. Internationalen PhysiologenkongreB in Boston 1929 mitgeteilt. 
?) Biochem. Zs. Bd. 127, S. 184 (1922). 
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aus Lactacidogen. Diesem Fehler kommt schon fiir die absoluten Pyro- 


phosphorsiiurewerte nur geringe Bedeutung zu, und bei der Gleichheit der 


Hexosemonophosphorséuremengen und der wahrscheinlich nicht sebr er- 
heblichen Verschiedenheit der Menge von Adenosinphosphorsiiure (oder 
Inosinsiure) in beiden Muskeln (siehe hieriiber weiter unten) diirfte sich 
die Differenz in dem Pyrophosphorsiuregehalt beider Muskeln in der 
eben geschilderten Weise mit gré8ter Genauigkeit ermitteln lassen. 
SchlieBlich nahmen wir in der iiberwiegenden Mehrzahl der Versuche 
an einem dritten Filtratanteil die Lactacidogenbestimmung vor, wobei wir 
die kiirzlich geschilderte Reduktionsmethode benutzten. Diese Bestimmungen 
wurden stets unter Verwendung zweier Anteile des gleichen Filtrates doppelt 
ausgefiihrt und ergaben immer weitgehend iibereinstimmende Werte. 


Versuchsergebnisse. 
In der Tab. 2 sind die Ergebnisse von 24 derartigen Ver- 


suchen zusammengestellt, alle aus dem Jahre 1929 stammend. 


20 mal wurde hierbei das Lactacidogen bestimmt. In den 
Vertikalreihen 11 und 12 sind die gefundenen Lactacidogenwerte 
als Lactacidogenphosphorsiure (H,PO,) berechnet. Der Vergleich 
mit friiheren Versuchsergebnissen — und auch mit den in der 
Tab. 3 dieser Arbeit niedergelegten — ergibt den niedrigen, fir 
den im Kontraktionszustand verarbeiteten Muskel charakteristischen 
Lactacidogengehalt. Mit Ausnahme von Versuch 25 ist zwischen 
dem belasteten Muskel B und dem unbelasteten Muskel A ein 
die Fehlergrenze der Bestimmung iiberschreitender Unterschied 
im Lactacidogengehalt aber nicht feststellbar. 

Aus den Reihen 2 und 3 gehen die fiir die Orthophospher-. 
siure erhaltenen Zahlen hervor. Nach dem oben Gesagten ist 
in diesen Werten die Phosphokreatinphosphorsiure mit enthalten. 
Zum Teil stimmen die Orthophosphorsiurewerte im _belasteten 
und im unbelasteten Muskel so genau iiberein, wie es nach zahl- 
reichen Untersuchungen aus dem hiesigen Institut bei vollig 
gleichartiger Verarbeitung beider Muskeln der Fall ist, zum Teil 
aber finden sich deutliche Unterschiede, wobei bald der Ortho- 
phosphorsauregehalt des unbelasteten Muskels A bald derjenige 
des belasteten Muskels B hoéher ist (vgl. Kolonne 4). Wir werden 
darauf weiter unten noch zuriickkommen. 

Sehr auffallig sind die aus den Reihen 5 und 6 ersichtlichen 
Ergebnisse der Bestimmung der Phosphorsiure nach kurzdauern- 
der, zu vollkommener Spaltung der Pyrophosphorsiure fihrender 
Hydrolyse. | 

In 17 von 24 Versuchen sind die fiir den belasteten Muskel 
erhaltenen Werte so viel héher, daB die Unterschiede mit Sicher- 
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Pabelly, 





Versuchs- Nr. 
Datum 
Zahl und Art 


der Frésche 


133 
24. 6. 29 


wm be 
2 Ksculenten 
14 
29. 6. 29 
Esenlenten 
1D 
29, 6. 29 
2 Esculenten 
16 
29. 6. 29 


2 Esculenten 


bo 


17 
a ee 
Ksculenten 

18 


i 


2 Kseulenten 


19 
a le 
Esculenten 
20 


7 ‘ 
2. t. 29 


te 


bo 


2 Eseulenten 


4 | 
5. 7. 29 


2 Kseulenten 
22 
5. 7. 29 
2 Eseulenten 
23 
5. 1. 39 
2 Esculenten 
24 
5. 7. 29 
3 Esculenten 





tc 


Orthophosphorsiiure als H,P?O, 


in °/, der Muskulatur 


A 


un- 


belastet | 


0.8082 


0,2950 


0, 38066 


0.30386 


0,382.90 


0,2350 


0,2795 


0,2795 


0,2926 


0,2679 


0,2999 


i 
belastet 


0,3093 


0,2888 


0,3012 


0,2807 


0,3054 


0,3326 


0,2370 


0,2690 


0,3074 


0,2530 


0,3202 


Mehr- 
gehalt 


in /} 


+ 0,0061 


— 0,0062 


—0,0054 


— 0,0020 
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belastet | 


(,4220 
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0,4265 
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0,3181 


0,3851 
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0,3706 
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0,4672 


0,4039 
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0,4465 
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0,4047 
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0,4575 
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x g 


in °/, der 


J B 


10 0,1463 


0,1320 


1229 0,1411 
(} 
Mi L1099 0,10838 
oh 
My i 0.0939 


0,1047 


58 7 
Mo bisi6 | 0.1826 
gy? e 

W027 0.2168 
ote 1234 0 1873 





x uui- j 
B belastet) 7° 
laste { lI 
452 sin 
“Biss 0,1579 +0, 
yr! 
“" B0835 0,115! - (), 


10 


yrophosphorsiure als H,PO, 
eskbalatue 


M. hiv- 
cehalt 
1b 


+-0,0391 


+-0,0316 


+0,0440 


+0,0012 


+0,0182 


+0,0074 


+0,0108 


— 0,0009 


+0,0600 


+0,0010 


+0,1141 


+-0,0139 





11 12 


mn Wie cone 
phosphorsiure als 
H,PO0, 


A 
un- 


belastet | 


0.0257 


00216 


0,0205 


0.0249 


0,0456 


0,0269 


0,0271 


0,0271 


0,0309 


0,0272 


0,0289 


0,0320 





I; 
| belastet 


09,0248 


0,0237 


0,0233 


0,0224 


0,0442 


0,0271 


0,0270 


0,0305 


0,0288 


0,0265 


0,0336 

















Bemerkungen 


Gute Frésche 


Lange aufbewahrte Frésche 


Frisch gefangene kriiftige 
Frésche 
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Tabelle @Fort 
I 2 3 4 5 6 6 6f 7 oF 8 
2 “a0 ray 
y hs-N Orthophosphorsiiure als H,PO, agg ge earls Pyrop 
pimeaienices in °/, der Muskulatar — ' * ¢ in Mo det in 
Datum Rete odo Mus culatur | 
| 
Zahl und Art A RB |. Mehr- A | p Mehr- f 4 
der Frésche un- | gehalt un- | gehalt § un- 
belastet — belastet | in B belastet | seemniaees | in J} pelast 
25 
8. 7, 29 0,2798  0,2881 +0,0083 | 0,3971 | 0,3875 | —0,0096f0,1173 
2 Esculenten 
26 
8. 7. 29 0,2931 0,3013 + 0,0082 0,4015 | 0,4250 — +0,0235)0,1084 
2 Esculenten | ! | 
27 | 
8. 7. 29 0,2925 0,8034 +0,0109 | 0,4113 | 0,4335 | +0,022)0,1188 
2 Esculenten | 
28 | 
8. 7. 29 0.2687 0,2850 +0,0163 | 0,3951 | 0,4029  -4.0,0078)0,1264 
2 Esculenten 
29 | , 
12. 7. 29 0,3432  0,3471 +0,0039 | 0,4385 | 0,4796 | +0,04118,0953 
6 Temporarien | 
30 | 
12. 7. 29 03341 0,3448 +0,0107 | 0,4498 | 0,4765 | +0,02670,1157 
5 Temporarien | 
31 
12. 7. 29 0,3267  0,81683 -—0,0104 | 0,4207 | 0,4183 | —9,00210,0940 
5 Temporarien 
32 
12. 7. 29 03305 0,3118 —0,0192 | 0,4241 | 0,4897 | +0,01548,0936 
5 Temporarien 
33 } 
15. 7. 29 0,3076 0,3093 +0,0017 | 0,4077 | 0,4335 +-,02598, 100 1 
23'Temporarien 
34 
23. 7. 29 0,3199 0,3242-+0,0043 | 0.4476 | 0,4485 — — ORM I277 
20 Esculenten 
3a | 
24. 7. 29 02615 0,2616 +0,0001 | 0,3278 | 0.3525 +0,024%%0663 
11 Esculenten 
36 s.. 
25. 7. 29 0,2706 0,2650 = —0,0056 | 0,3545 | 0,3549 +0, 0008B539 
8 Esculenten | 
| 
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B Peiastet | 
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’ = i. — 
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HIGPO1173  0,0994 


0235 40,1084  0,1287 


022901188  0,1301 





OOTSO1264 = -0,1179 
* 

04119,0953 00,1325 

O2699,1157 = 0,1817 

,02410,0940 00,1020 


).015M8,0936 — 0,1284 
, 

),02690,1001 — 0,1242 

OM 277 0,119 

0249555 ~~ -0,0909 

),0OSS9 —-0,0899 


belastet oui 








in °/, der Muskulatur 


| Sales - 


gehalt 
n 2B 


~0,0179 


+0,0153 


+0,0113 


| —0,0085 


+-0,0372 


+0,0160 


+0,0080 


| +0,0347 


+0,0241 


— 0,0084 


| +0,0246 


+0,0060 


phosphorsiiure als 


belastet wail 


0,0371  0,0417 
0,0278  0,0288 
0,0327  0,0835 
0,0411  0,0419 
0,0380  0,0372 
0,0348  0,0357 
0,0320  0,0322 
0,0337  0,0835 
0,0379  0,0382 
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Bemerkungen 


Lange aufbewahrte Frésche. 
Blasse Muskeln 


Frische lebhafte Frésche 


Frische Frésche. Ein Teil des 
Muskelpulvers wird ander- 
weitig verarbeitet 


Liingere Zeit auf bewahrte 
Frésche. Ein Teil des Muskel- 
pulvers anderweitig verarbeitet 


AmVortage gefangene Frésche. 
des Muskelpulvers 
anderweitig verarbeitet 


Die gleichen Frésche wie in 
Versuch 35 
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heit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung liegen (vgl. auch 
Kolonne 7. Alle Versuche mit Ausnalhme von Versuchen 16, 20, 
25 28, 31, 34 und 36). Bei den 7 soeben einzeln aufgefithrten 
Versuchen fand sich nur einmal ein deutlicher Mehrgehalt des 
unbelasteten Muskels (Versuch 25), in den iibrigen Versuchen 
lagen die Unterschiede im Gehalt an Phosphorsiiure nach kurz- 
dauernder Hydrolyse innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung, 

In den Reihen 8 und 9 sind die Pyrophosphorsiurewerte 
fiir die unbelasteten Muskeln als Differenz der Stabe 5 und 2, 
fiir die belasteten als solche der Stibe 6 und 3 errechnet. 16 mal 
enthielt der belastete Muskel deutlich mehr Pyrophosphorsiure 
als der unbelastete. (Ausnahmen: die oben aufgezihlten 7 Ver- 
suche und Versuch 2°). 

Nur in einem Falle, dem bereits erwahnten Versuch 25, 
findet sich ein deutlicher Mindergehalt des belasteten Muskels 
an Pyrophosphorsiure. Dies ist gleichzeitig der einzige Versuch, 
in dem wir einen ausgesprochenen Unterschied auch im Gehalt 
beider Muskeln an Lactacidogenphosphorsiiure fanden. Der Versuch 
unterschied sich also auch in anderer Hinsicht von den iibrigen. 

Auffillig war es, daB die Unterschiede im Gehalt an Phos- 
phorsiure nach Hydrolyse dort besonders groB waren, wo die 
verwandten Muskeln von frischen Fréschen stammten und die 
Kontraktion der belasteten Muskeln beim Eintauchen in fliissige 
Luft kriftig war. So wurden zu den Versuchen 17—20, in denen 
der Mehrgehalt an Phosphorsiure nach der Hydrolyse im be- 
lasteten Muskel nur einmal 0,02°/, erreichte, mangels anderen 
Materials lange Zeit im Institut aufbewahrte Esculenten ver- 
schiedener Fiinge benutzt, zu den Versuchen 21—24, in denen 
der durchschnittliche Mehrgehalt an Phosphorsiure nach der 
Hydrolyse im belasteten Muskel weit héher liegt, dienten friscli 
gefangene Ksculenten, deren belastete Muskeln beim Kintauchen 
in fliissige Luft sichtlich weitaus stiirker zuckten, als in den zu- 
letzt besprochenen Versuchen. 

Gerade bei diesen Versuchen an _ besonders erregbaren 
Gastrocnemien war tibrigens — wieder im Gegensatz zu den 
weniger erregbaren der Versuche 17-20 — iiberall auch der 
Orthophosphorsiiuregehalt verschieden, wobei die Unterschiede 
weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung lagen und 
zweimal der Phosphorsiiuregehalt des unbelasteten, zweimal der- 
jenige des belasteten Muskels iiberwog. (Versuche 21—24, 
Kolonnen 2—4.) 
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Wenn durch Belastung des Muskels ein Mehrgehalt an Phos- 
phorsiiure nach kurzer Hydrolyse, d.h. eine Vermehrung der 
Summe der Orthophosphorsiure, der Phosphokreatinphosphorsiure 
und der Pyrophosphorsiiure hervorgerufen wird, so mu natiirlich 
die Phosphorsiure hierfiir aus einer phosphorhaltigen Mutter- 
substanz gebildet werden, deren Natur weiter unten erdrtert 
werden soll. Hier sei nur darauf hingewiesen, dab die Hexose- 
monophosphorsiiure nicht in Frage kommt, weil ja ihre Menge 
im unbelasteten und im belasteten Mnskel gleich ist. 

Das unterschiedliche Verhalten der Orthophosphorsiiure in 
den einzelnen Versuchen wiirde ohne weiteres verstiindlich, wenn 
man annimmt, daB bei der Kontraktion, abgesehen von der 
Lactacidogenspaltung, einerseits Orthophosphorsiure aus einer 
organischen, durch Saéure schwer hydrolysierbaren Verbindung 
frei wird, andererseits Pyrophosphorsiurebildung aus Ortho- 
phosphorsiiure erfolgt. Die im Kontraktionsmoment nachweisbare 
Orthophosphorsiiure wire hiernach zum Teil gleichsam ein inter- 
mediires Produkt bei der Umwandlung urspriinglich organisch 
gebuudener Phosphorsaure in Pyrophosphorsiiure, und je nachdem 
ihre Abspaltung aus organischer Bindung oder ihr Wiederaufbau 
zu Pyrophosphorsiure iiberwiegt, wiirde ein Mehrgehalt oder ein 


Mindergehalt des belasteten Muskels an Orthophosphorsiiure eintreten. 

in Versuch 22 enthielt der belastete Muskel zwar erheblich mehr 
Phosphorsiiure nach Hydrolyse als der unbelastete (Spalie 7), aber auch der 
Orthophosphorsauregehalt des belasteten Muskels iiberstieg den des un- 
belasteten um anniihernd den gleichen Wert, s0 daB hier der Pyrophosphor- 
siiuregehalt des belasteten Muskels nicht merklich héher als der des un- 
belasteten ist. Umgekehrt wird in Versuch 23, in dem die Differenz in 
der Phosphorsiiure nach kurzdauernder Ilydrolyse zugunsten der belasteten 
Muskeln den héchsten, in der gesamten Versuchsreihe gefundenen Wert 
crreicht, der Mehrgehalt an Pyrophosphorsiure im belasteten Muskel noch 
dadurch vergr6éBert, daB sein Orthophosphorsiiuregehalt geringer als der des 
unbelasteten ist. 

Wenn wir die wohl sicher berechtigte Annahme machen, 
daB der Mehrgehalt an Pyrophosphorsiiure in dem stirkere Ar- 
beit leistenden Muskel Ausdruck der Verstiirkung eines Vor- 
ganges ist, der an sich der Kontraktion eigentiimlich ist, so 
wiirde es hiernach im Kontraktionsmoment nicht zu 
einer Spaltung, sondern zu einer Synthese von Pyro- 
phosphorsiure kommen. 

Fir die drei iibrigen phosphorsiiurebaltigen Tiatigkeits- 
substanzen ist es bekannt, daB ihrer Spaltung im Kontraktions- 
moment die Resynthese bei der Erholung folgt, und in einer 
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Tabell 3. 





Versuchs- 
Nr. 


Datum 


Zahl der 
Frésche 


37 
11. 4. 29 
4 Froésche 


3S 
11. 4. 29 
4 Frésche 
39 
11. 4. 29 
8 Frésche 
40 


13. 4. 29 
5 Frésche 
41 
13. 4. 29 
3 Frésche 
42 
13. 4. 29 
3 Frésche 
43 
13. 4. 29 
3 Frésche 
44 
15. 4. 29 
3 Frésche 
45 
15. 4. 29 
3 Frésche 
46 
15. 4. 29 
3 Frésche 
47 
15. 4, 29 
8 Frésche 
48 
8. 5. 29 
3 Frésche 





2 3 | 4 


Anorganische Phosphorsiure 


als H,PO, in °/, der Mus- 


kulatur 
- A - be | Meh: 
he | erachiate | ig 
0,2865 | 0,2761 0,0104 
02941 | 0,2589 0,0852 
0,2838 | 0,2725 | 0,0113 
0,3296 | 0,3023  0,0273 
0,3074 0,3087 | —0,0013 
0,3202 | 0,2963  0,0289 
0,3103 0,2973 0,0130 
0,2323 0,2269 0,0054 
0,3084 | 0,29385 | 0,0149 
0,3086 | 0,2905  0,0181 
0,2885 | 0,2518 | 0,0817 
0,2942 | 0.2773 | 0,0169 








5 | 6 7 


Phospl orsiiure nach Hydrolysis 
in °/, der Muskulatl 


— ; 
| GefundengRRedu 











At p | 
kon- | | Mehrgehal& Mehr 
trahiert erschlafft | in 4 in 
0,4017 | 0,3759 0,0258 F 0,0 
0,3970 0,3538 | 0,0432 | 0,0 

| 
ae 
0,3866 | 0,8496 | 0,0370 f 0,0¢ 
0,4008 | 0,8520 | 0,048 0,08 
0,3608 | 0,8529 0,0079 § 0,01 
0.40838 | 0,3479 0,0604 F 0.04 
j 
| 
0,3982 | 0,3790 0,012 F 0,00 
| 
0,3428 | 0,3244 0,018) 0,00: 
0,4160 0,3995 0,0168 | ~ 0,002 
0,4317 0,4128 0,0182 F — 0,001 
; 
0,8992  0,8494 0,048 — 
0.4113 0,8788 0,0325F 0,016 











Untersuchungen iiber das Verhalten der Pyrophosphorsiiure usw. 





rolydfgls HPO, 


ulatull 


1 denege Reduzierter 
pehali Mehrgehalt 
A in A 


258 (),0124 





432 7 0.0168 
370) 0,0095 
486 0.0321 
O79 0120 


1604 0.0459 
0,0025 


142 


d 
sf 


D168 | 


0,0023 


~0,0024 


~0,0010 


Qe —_— 
O40 


0328 0.0163 














Pyrophosphorsiure als H,PO, 


10 


in °/, der Muskulatur 


A 
kon- 
trahiert 


0,1152 


0,1029 


0,1028 


0,0710 


0,0534 


0,0881 


0,0829 


0,1105 


0,1076 


0,1231 


0,1157 


0,1171 








B 


erschlafft 


0,0998 


0,0949 


0,077! 


0,0497 


0,0442 


0,0516 


0,0817 


0,0975 


0,1060 


0,12238 


0,0976 


0,1015 


| Mehr- 


gehalt 
in A 


0,0154 
0,0080 
0,0257 
0,0213 
0,0092 
0,0365 
0,0012 
0,0130 
0,0016 
0,0008 
0,0181 


0,0156 





11 


12 


13 


Lactacidogenphosphorsiiure als 


A 
kon- 
trahiert 


0,0371 


0,0312 


0,0414 


0,0432 


0,0317 


0,0390 


0,0389 


0,0384 


0,0404 


0,0308 


H,PO, 


B 


| erschlafit 


0,0579 


0,0391 


0,0462 


0,0507 


0,0550 


0,0573 


0,0603 


0,0470 


Minder- 
gehalt 
in A 


0,01354 


0,0264 


0,0275 


0,0165 


0,0041 


0,0145 


0,0117 


0,0161 


0,0189 


0,0199 


0,0162 
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Tabelle 3h Fort 





























a) | 8 4 5 6 7 ‘ 
Anorganische P ‘siiure . 
Versuchs- a, pip esa Phosphorsiiure nach Hydrolysfigls H. 
Nr. a a in °, der Muskulatug 
kulatur 
Datum 
A | » | Mebr. A | , _, Gefundener Redu 
Zahl der . , iy 
or kon- | | gehalt kon- | Mehrgehalt§ Mehr; 
rdsche ne erschlafft é' ; erschlafft ‘ ; 
trahiert | in A trahiert | in A in 
| j 
1) | ! 
8. 5. 29 0,3091 0,2826 0,0265 0,4255 0.3830 0,0425 0,0: 
3 Froische 
a 
8. 5. 29 0,3149 0,2781 0,0368 0),4084 0,3870 0,0414 0: 
3 Frésche ! 
ay | 
8. 5. 29 0,3036 0,2923 00,0113 0,4127 | 0,3718 (0),0409 0,0: 
3 Frésche 
a2 
15.5. 39 0,2477 0,2363 0,0114 0,8764 0,3450 0,0314 OO} 
3 Frdésche 
53 } 
oe 
15. 5. 29 0,2287 0,2020 0,0267 0.3701 0,3360 0,03 41 0.02 
3 Frésche 
D4 
15. 5. 29 0),2325 0,2183 0,0142 0,3631 0,3213 0,0418 0,02 
3 Frésche ) 
ays) 
15. 5. 29 | 0.2384 0,2256 | 0,0128 03545 | 0,3235 0,0310 0,01 
3 Frésche 
a6 
1. 6. 29 0,2760 0,245! 0,0309 0,4223 0,3884 0,0339 0.00)! 
6 Fréseche 
ay 
1. 6. 29 0,2751 0,2656 | 0,0095 0,3891 | 0,3901 | —0,0010 | -0.00% 
6 Frésehe | 
. a . ~ + 
weiteren Versuchsreihe konnte dargetan werden, daB der Synthese 4 be 


der Pyrophosphorsiiure bei der Kontraktion ihr Wiederabbau La 
nach einer kurzen Erbolungspause entspricht. 


Bei diesen Versuchen wurde die schon vor lingerer Zeit | wi 
von Embden und Lawaczeck?) angewandte biologische Methode 4 = 3U 
7 es wi 


'! Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 184 u. 185 (1922); vgl. auch Mmbden u. 
Jost, Diese Zs. Bd. 179, S. 34 (1928). 


f ko 
) 








le 3 


(9 


1() 


Untersuchungen iiber das Verhalten der Pyrophosphorsiiure usw. 


\Fortsetzung’. 


= 

















Ta gs | 9 10 i 12 13 
olvefials H,PO, Pyrophosphorsiiure als HPO, Lactacidogenphosphorsiiure als 
in °/, der Muskulatur HPO, 
f duzierter A RB Mehr- A ‘ Minder- 
Mehrgehalt kon- | gehalt kon- gehalt 
in A trahiert |C*chlaft in 4 | teahiert | ChSehlatt | i, 4 
§,0265 0.1164 0,1004 0,0160 0,0201 0,0463 0,0162 
),0242 0,0935 0,0889 0,0046 0,0266 0.0438 0,0172 
0.0236 0, 1091 0,0795 0,0296 0,0295 0,0468 0,0LT5 
0.0156 0,1287 0.1087 | 0,0200 0,0303 0,0461 00,0158 
0.0219 Q,1414 | 0,1840 0,0074 0,0336 0,0458 0,0122 
| . 
0.0215 0,1306 | 0,1030 0,0276 0,0258 0,0463 0,0205 
| | 
0.0127 0,1161 | 0,0979 | 0,01S2 0,022 1 0,0404 0,0183 
| 
| | 
0.0054 0,1463 | 0, 1433 0,0030 0,0337 0,0592 0,0255 
- 0.0006 0.1140 | 0,1245 | —0,0105 0,0584 0,0580 0,0004 
| | 
henutzt. Der eine der beiden Gastrocnemien wurde in fliissige 








Luft versenkt und so rasch wie méglich tetanisch gereizt. Er 
erfror im stark kontrahierten Zustand. Der andere Muskel wurde 
wihrend 5 Sekunden tetanisiert und nach einer Pause von 


30 Sekunden im erschlafften Zustand in fliissige Lutt versenkt, 
wobei er sich im Gegensatz zum Verhalten frischer Muskeln nicht 
kontrahierte. Beide Muskeln waren hierbei mit 25 g belastet. 





76 Gustav Embden, Julie Hefter und Margarete Lehnartz, 


Uberall bis auf Versuch 41 zeigte in den Versuchen der 
Tab. 3, die ebenfalls simtlich aus dem Jahre 1929 stammen, 
der im kontrahierten Zustande verarbeitete Muskel einen héheren 
Gehalt an Orthophosphorsiiure (vgl. Kolonnen 2—4) als der 
im erschlafften Zustand erfrorene, wobei die Unterschiede fast 
ausnahmslos (vgl. Versuch 44) auferhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmung lagen. JF ast iiberall (in 18 von 20 Versuchen) 
war der Gehalt an Lactacidogenphosphorsiure in dem zuerst 
verarbeiteten Muskel weitaus geringer. (Ausnahmen die Ver- 
suche 41 und 57, Reihen 11—13.) Auch das entspricht durchaus 
den kiirzlich von Embden und Jost!) bei der gleichen Versuchs- 
anordnung gemachten Erfahrungen. 

Die Bestimmung der Phosphorsiiure nach der Hydrolyse 
ergab in allen Versuchen aufBer Versuch 57, in dem, wie wir 
sahen, auch kein Unterschied im Lactacidogengehalt vorhanden 
war, einen héheren Wert fiir den kontrahierten Muskel (Reihe 7). 

Zum Teil ist dieser Mehrgehalt des im kontrahierten Zu- 
stande verarbeiteten Muskels natiirlich dadurch bedingt, dab 
hier Phosphorsiiure aus Lactacidogen abgespalten ist. Zieht man 
den durch die Lactacidogenspaltung verursachten Mehrgehalt an 
anorganischer Phosphorsiure im koutrahierten Muskel 4, der aus 
Kolonne 13 hervorgeht, dadurch in Rechnung, da8 man ihn von 
dem in Reihe 7 angegebenen Wert abzieht, so bleibt auch jetzt 
noch in der iiberwiegenden Mehrzahl der Versuche eine Differenz 
im Gehalt an Phosphorsiure nach der Hydrolyse zugunsten des 
kontrahierten Muskels bestehen. Diese reduzierte Differenz ist 
in Kolonne 7a als ,,reduzierter‘’ Mehrgehalt des Muskels 4 an 
Phosphorsiure nach Hydrolyse verzeichnet. Die reduzierten Werte 
betragen in 14 von 20 Versuchen 0,01 g pro 100g Muskel oder mehr. 

Zu 4 von den 6 iibrigen Versuchen muBten wir lange Zeit 
im Institut aufbewahrte Frésche verwenden, deren Muskeln stark 
abgemagert und ganz blaB waren. (Versuche 43 bis 46). Hier 
werden durch die eben erwihnte Umrechnung die Werte fiir 
Phosphorsiure nach Hydrolyse beiderseits véllig gleich.) 

In den 14 genannten Versuchen entspricht dem hoéheren 
Gehalt des kontrahierten Muskels 4 an Phosphorsiure nach kurz- 
dauernder Hydrolyse sein héherer Pyrophosphorsiuregehalt. Dieser 


) A. a. OQ. 

*®) Wir erblicken darin einen weiteren Beweis fiir die VerliBlichkeit 
der angewandten Methoden, namentlich auch derjenigen zur Lactacidogen 
bestimmung. 











re, — -~ ~ 
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Untersuchungen iiber das Verhalten der Pyrophosphorsiiure usw. 17 


Mehrgehalt an Pyrophosphorsiiure im kontrahierten Muskel iiber- 
schreitet 11 mal 0,01°/, und liegt hier sicher auBerhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung, wiihrend in nahezu allen iibrigen Ver- 
suchen die Unterschiede die Fehlergrenze der Bestimmung nicht 
iiberschreiten. 

Kin Mehrgehalt an Pyrophosphorsiiure im erschlafften 
Muskel # findet sich nur in Versuch 57. Er _ ist lediglich durch 
den Mindergehalt dieses Muskels an Orthophosphorsiiure bedingt, 
da sich weder ein Unterschied im Gehalt an Phosphorsiiure nach 
kurzdauernder Hydrolyse, noch ein solcher im Lactacidogen- 
gehalt fand. 

Im ganzen geht aus der Tabelle 3 hervor, daB der im er- 
schlafften Zustande untersuchte Muskel weniger Pyrophosphorsiure 
enthielt, als der im kontrahierten Zustand verarbeitete. Die Pyro- 
phosphorsaure verhalt sich also umgekehrt wie das Lactacidogen, 
das zur selben Zeit, in der die Pyrophosphorsiiure vermindert 
wird, eine starke Vermehrung erfahrt. 

Man kénnte den EKinwand erheben, daB die Spaltung der 
Pyrophosphorsiure im erschlafften Muskel nicht eine Begleit- 
erscheinung der Erschlaffung oder der Erholung, sondern eine 
solche der Ermiidung ist (siehe oben S. 63). Hiergegen spricht vor 
allem die Tatsache, daB die Verminderung der Pyrophosphorsiure 
im erschlafften Muskel gerade bei Verwendung wenig leistungs- 
fihiger und leicht ermidbarer Muskeln ausblieb (siehe Reihe 10, 
Versuche 43, 45 und 46) und ebenso auch in einer gréSeren An- 
zahl hier nicht naher zu schildernder Versuche an Sommer- 
esculenten, trotzdem diese Versuche das charakteristische Ver- 
halten des Lactacidogenwechsels zeigten. Vielleicht hangt gerade 
auch hiermit die bekannte leichtere Ermiidbarkeit der Esculenten- 
muskeln zusammen. Fiir eine Nachpriifung unserer in Tabelle3 
zusammengefaBten Versuche sollten jedenfalls zuniichst nur die 
Muskeln frischer Temporarien Verwendung finden. 

Die in der Tabelle 2 dieser Arbeit niedergelegten, an ver- 
schieden belasteten Muskeln im Kontraktionszustand gewonnenen Er- 
cebnisse hatten uns zu der Anschauung gefihrt, dab im Kontraktions- 
moment Pyrophosphorsiure aufgebaut wird, eine Anschauung, die 
durch die soeben gemachte Feststellung, daB beim Vergleich kon- 
trahierter und erschlaffter Muskeln die letzteren weniger Pyro- 
phosphorsiiure enthalten, eine gewichtige Stiitze erhilt. 

EKbenso wie der Spaltung der Hexosemonophosphor- 
‘dure bei der Kontraktion in diesen Versuchen ihr sofort danach 
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erfolgender Wiederaufbau entspricht, folgt der im Kontraktions- 
moment nachweisbaren Synthese der Pyrophosphorsiure bald 
ihr Wiederabbau, und es erscheint daher als berechtigt, ebenso 
wie die reversible Spaltung der Hexosemonophosphorsiiure auch 
die reversible Synthese der Pyrophosphorsiure als eine charakte- 
ristische Begleiterscheinung der Kontraktion anzusehen. 

Von allen die Muskelarbeit begleitenden chemischen Prozessen 
zeigt die im Kontraktionsmoment erfolgende Spaltung der Hexose- 


monophosphorsiure weitaus die vollkommenste Reversibilitit. Ihr 


Abbau bei der Kontraktion, ihr Wiederaufbau im unmittelbaren 
Anschlu&8 daran tritt beim Vergleich kontrahierter und erschlaffter 
Muskeln (Tabelle 3) fast ausnahmslos in die Erscheinung. Diese 
Tatsache spricht ebenso wie der Umstand, daB bei solchen Er- 
miidungsgraden, die zu einer Verminderung aller tibrigen phosphor. 
haltigen T'itigkeitssubstanzen fiiliren, der Lactacidogenbestand nicht 
vermindert wird, fiir die hohe Bedeutung, die gerade dieser Sub- 
stanz fiir die Muskeltitigkeit zukommt. ') 

Der Vergleich belasteter und unbelasteter Muskeln im Kon- 
traktionsmoment (Tabelle 2) ergab, daf& im belasteten Muskel 
die Umwandlung einer noch unbekannten Phosphorsiureverbindung 
in Pyrophosphorsiure unter intermediirer Orthophosphorsiure- 
bildung erfolgt; diese Vorstufe ist jedenfalls nicht mit der Hexose- 
monophosphorsiiure identisch. Auch dieser SchluB wird durch: 
die Ergebnisse der Tabelle 3 gestiitzt, denn dem Mindergehalt 
des erschlafiten Muskels an Pyrophosphorsiiure und an Phosphor- 
siiure nach Hydrolyse entspricht sein Mehrgehalt an organischer 
Phosphorsiiure, die nur zum Teil Hexosemonophosphorsiure ist. 

Die Natur dieser organischen Phosphorséureverbindung, die 
im Kontraktionsmoment gespalten und im AnschluB daran wieder 
aufgebaut wird, ist noch nicht mit Sicherheit aufgeklart. Doch 
konnten wir Anhaltspunkte dafiir gewinnen, daB es sich um einen 
Abbau der Muskeladenosinphosphorsiiure oder genauer um eine 
Phosphorsiiurebildung aus ihrem Desaminierungsprodukte, der 


Inosinsiiure, handelt. Sollte wirklich auch die Inosinsiure eben- 


1!) Es erscheint uns demgegeniiber und namentlich angesichts der Tat- 
suche, daB im Kontraktionsmoment das Lactacidogen abgebaut, die Pyro- 
phosphorsiiure aber aufgebaut wird, als unnétig, die von Parnas kiirzlich 
geiiuBerte Anschauung besonders zu widerlegen, wonach nunmehr der Pyro- 
phosphorsiiure die Rolle zuzuschreiben wiire, die wir frither dem Lacta- 
cidogen zuerteilt haben (J. K. Parnas, Vortrag gehalten vor der Suciéte 
de biologie in Paris, Mai 1929). 
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| Wasserstoffiooenkonzentration haben wir keine Erfabrung. 






Untersuchungen iiber das Verhalten der Pyrophosphorsiiure usw. 79 
so wie die Hexosemonophosphorsiiure uud das Phosphokreatin im 
Kontraktionsmoment Orthoph: — abspalten, so wiirde da- 
durch genau so wie bei der Spaltung der eben genaunten Substanzen 
eine Reaktionsverschicbung im Sinne der Alkalisierung eintreten.! 
Die Desaminierung der Adenylsiiure, die Orthophosphorsiureab- 
spaltung aus der dabei entstandencen Inosinsiiure und der un- 
mittelbar daran sich anschlieBende Aufbau von Pyrophosphorsiure ?) 
wiirden eine Kette von Reaktionen bilden, in der jedes Glied 
auf die Wasserstoffionenkonzentration im Sinne ihrer Minderung 
einwirkt. 

Nach kiiralich von Emil Lehnartz veréffentlichten Unter- 
suchungen bewirkt Alkalizusatz am frischen MuskelpreBsaft mit 
seinem geringen Adenylsiuregehalt, weit mehr aber an solchem, 
dem Adenylsiiure zugetiigt wurde, eine iiberaus rasch verlaufende 
fermentative Synthese von Pyrophosphorsiiure. Wenn wirklich 
die an dreien der phosphorsiurehaltigen Tiitigkeitssubstanzen im 
Kontraktionsmoment sich vollziehenden Spaltungsvorgiinge eine 
Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite bewirken, 
so ist hiernach vielleicht die Pyrophosphorsiiuresynthese bei der 
Kontraktion [Folge einer ionalen Wirkung der Muskeladenyl- 
siiure.?) 





1) H. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, 8. 238 (1928). Die von 
diesem Autor auf Grund der elektrometrischen Titration der Muskeladeny|- 
siiture und der Inosinsiiure berechneten Dissoziationskonstanten lassen gerade 
auch fiir den physiologisch in Betracht kommenden Bereich hervortreten, 
ab beide Sauren stirker als Orthophosphorsiure dissoziiert sind. 

*) Es liegt gewiB nahe, die eben erwiihnten Befunde von Lehnartz 
nit der von Lohmann und von Fiske festgestellten Tatsache in Beziehung 
zu setzen, daB die Adenosinphosphorsiiure und die Pyrophosphorsiiure des 
Muskels wenigstens teilweise aneinander gebunden sind. Lohmann, 
Naturw. Bd. 17, S.324 und Vortrag auf dem 13. Internationalen Physio- 
logenkongreB 1929, Fiske, Diskussionsbemerkung hierzu und Science, 
Bd. 70, S. 881 (1929). Wiirde im MuskelpreBsaft vorhandene ,,freie Pyro- 
phosphorsiiure bei der Alkalisierung an von vorneherein vorhandene oder 


_ zugefiigte ,,freie“ Adenylsiiure gebunden werden, so wiirde durch die hier- 


durch eintretende Stérung des Gleichgewichtes zwischen freier Pyrophosphor- 


. siure und Orthophosphorsiiure die von Emil Lehnartz festgestellte fermen- 


tative Umwandlung von Orthophosphorsiure zu Pyrophosphorsiure verstind- 
‘ich werden. 
Solite der gleiche Chemismus auch bei der Muskelfunktion wirksam 


werden, so wiirde es hiernach bei der Kontraktion nicht zum einfachen Aufbau 
» Yon Pyrophosphorsiure, sondern zur Synthese von Adenylsiiurepyrophosphor- 


‘iure kommen, Uber die Richtung der hierdurech bewirkten Anderung der 
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Durch die Synthese von Pyrophosphorsiure bei der Kon- 
traktion wird die Wasserstoffionenkonzentration ebenso wie durch 
die Phosphorséureabspaltung aus Hexosemonophosphorsiure und 
aus Phosphokreatin und wie durch die esaminierung der Adeno- 
sinphosphorsiure im Sinne der Alkalisierung beeinfluBt. 

In welchen Zeitpunkt der Wiederabbau der Pyrophosphor- 
siure und der Wiederaufbau ihrer organischen Vorstufe zu ver- 
legen ist, dariiber geben unsere bisherigen Versuche keinen Auf- 
schlub. Ks wire denkbar, daB diese Vorgange in den Versuchen 
der Tabelle 3 schon wihrend der Erschlaffung zu Ende gingen 
oder aber, da sie sich ganz oder teilweise erst nach der Er- 
schlaffung, wihrend der in all unsern Versuchen 30 Sekunden 
dauernden Ruhepause abspielten. 

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 
daB der starken Verminderung des Pyrophosphorsiuregehaltes 
eines isolierten Froschmuskels nach ermiidender Tatigkeit unter 
geeigneten Versuchsbedingungen ihr Wiederaufbau wihrend einer 
linger andauernden Erholung in Sauerstoff folgt. Wenn die Deutung, 
die wir den in der Tabelle 3 niedergelegten Ergebnissen geben, 
richtig ist, wiirde bei der aeroben Erholung also ein ProzeB sich 
voliziehen, der nicht, wie die an den iibrigen phosphorsiurehaltigen 
Tatigkeitssubstanzen sich abspielenden, dem Geschehen im Kon- 
traktionsaugenblick entgegengerichtet sondern ihm 4hnlich ist. 
Diese Ahnlichkeit erstreckt sich iibrigens wenigstens in manchen 
der Versuche der Tabelle 1 nicht nur auf das Verhalten der 
Pyrophosphorsiure. Ofters iibertraf nimlich die wihrend der 
aeroben Erholung erfolgende Pyrophosphorsaurebildung — be- 
ziehungsweise die Bildung von Adenyls’urepyrophosphorsiiure 
(vgl. 8S. 79, FuBnote 2) — die gleichzeitige Abnahme der ,,Ortho*- 
phosphorsiure, so daB auch hier wenigstens fiir einen Teil der 
Pyrophosphorsiurebildung eine unbekannte Quelle angenommen 


werden muBte. 


Zusammenfassung. 


1. In einer Reihe von Versuchen wurden die beiderseitigen / 


isolierten Gastrocnemien von Fréschen so weit ermiidet, daf sie 


sich bei gleichbleibender Reizstirke nicht mehr kontrahierten. | 
Die Muskeln der einen Seite wurden im ermiideten Zustande, | 


die der andern Seite nach Erholung in Sauerstoff verarbeitet. 


Hierbei ergab sich in den erholten Muskeln ein starker Mebrgebalt , 


an Pyrophosphorsiure. 
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Der schon von Lohmann gefundenen Spaltung der Pyro- 
phosphorsiure bei der Titigkeit isolierter Muskeln entspricht 
also entgegen den Befunden des genannten Autors bei geniigend 
schonender Reizung ihr Wiederaufbau bei der aeroben Er- 
holung. 

2. Entgegen der Deutung, die der Vermehrung der Ortho- 
phosphorsiure nach ermiidender Reizung, und ihrer Wiederver- 
minderung bei der Erholung in Sauerstoff in friiheren Arbeiten 
aus dem hiesigen Institut gegeben wurde, konnte an der Hand 
einer kirzlich beschriebenen Bestimmungsmethode keine Ver- 
mehrung des Lactacidogens bei der Erholung festgestellt werden. 
Vielmehr zeigten die ermiideten und die erholten Muskeln den 
gleichen, hohen Lactacidogengehalt. 

3. Bei stiirkerer Reizung blieb entsprechend friiher von 
Kmbden und Hentschel verdéffentlichten Versuchsergebnissen 
jegliches Verschwinden von Orthophosphorsiure bei der Erholung 
und damit auch der Wiederaufbau der Pyrophosphorsiiure aus, 


ja wir beobachteten hierbei in Ubereinstimmung mit Lohmann 


bisweilen einen Mindergehalt an Pyrophosphorsiure nach der 
Erholung. 

4. Der nach geniigend vorsichtiger Ermiidung nachtriglich 
eintretende Wiederaufbau von Pyrophosphorsiure vollzog sich 
in einem Teil der Versuche ganz oder fast ganz auf Kosten von 
,Ortho“phosphorsiure; oft iibertraf aber die Pyrophosphorsiiure- 
bildung weitaus die Menge der gleichzeitig verschwindenden Ortho- 
phosphorsiure, was nur durch eine wahrend der Erholung er- 
folgende Abspaltung von Phosphorsiiure aus einer zur Zeit 
noch nicht sicher bekannten Vorstufe erklart werden kann (vg. 
Punkt 6). 

5. Taucht man unter Verwendung mehrerer Friésche den 
frisch praparierten Gastrocnemius der einen Seite unbelastet, den 
der anderen Seite unter bestimmter Belastung in fliissige Luft, 
so kontrahieren sich beide Muskeln. Der belastete Muskel leistet 
hierbei natiirlich mehr Arbeit. 

Wihrend der Gehalt beider Muskeln an Lactacidogenphos- 
phorséure die niedrigen, fiir die Kontraktion charakteristischen 
Werte zeigt, aber beiderseits gleich ist, ist im Extrakte des be- 
lasteten Muskels nach kurzdauernder, zu villiger Spaltung der 
Pyrophosphorsaure fiihrender Hydrolyse eine gréBere Menge von 
Orthophosphorsiiure als im Extrakte des unbelasteten Muskels 
vorhanden. Dem Mehrgehalt an Phosphorsiure nach Hydrolyse 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXXXVII, 6 
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im belasteten Muskel entspricht in fast allen Fallen ein solcher 
an Pyrophosphorsaure. 

6. Der Mehrgehalt an Phosphorsiiure nach Hydrolyse kann 
nur durch die Annahme der Phosphorsiurebildung aus einer 
Vorstufe erklirt werden, die jedenfalls nicht mit der Hexose- 
monophosphorséure (dem Lactacidogen) identisch sein kann, da 
der Gehalt an dieser Substanz im belasteten und unbelasteten 
Muskel gleich ist. Es konnten dagegen in noch nicht abgeschlossenen 
Versuchen Anhaltspunkte dafiir gewonnen werden, dab im Kon- 
traktionsaugenblick eine Spaltung der Muskeladenylsiure oder 
wahrscheinlicher ihres Desaminierungsproduktes — der Inosin- 
siiure — unter Bildung von Orthophosphorsiure erfolgt. 

7. In einer Reihe der Versuche und zwar gerade in jenen, 
in denen die Muskeln am stirksten zuckten und durch Belastung 
die stirkste Vermehrung der Pyrophosphorsiure eintrat, konnten 
Unterschiede auch im Orthopbosphorsiuregehalt beider Muskeln 
gefunden werden, wie sie bei beiderseits gleicher Belastung niemals 
zur Beobachtung gelangen. Die Tatsache, daB hierbei bald der 
belastete, bald der unbelastete Muskel eine gréBere Menge von 
Orthophosphorsiiure enthielt, wird durch die Annahme erklirlich, 
daB Orthophosphorsiure als intermediiires Produkt beim Ubergang 
der erwihnten Vorstufe in Pyrophosphorsiure auftritt. 

8. Hiernach scheint den an den iibrigen phosphorsiurehaltigen 
Titigkeitssubstanzen im Kontraktionsmoment sich vollziehenden 
Abbauvorgiingen ein Autbau von Pyrophosphorsiure — oder viel- 
leicht von Adenylsiurepyrophosphorsiiure — bei der Kontraktion 
zu entsprechen, wenigstens unter der Annahme, daB der hohere 
Pyrophosphorsiuregehalt des mehr Arbeit leistenden Muskels der 
verstiirkte Ausdruck eines an sich fiir die Kontraktion charakte- 
ristischen Prozesses ist. 

9. Bringt man bei gleichartiger Belastung die Gastrocnemien 
der einen Seite im kontrahierten, diejenigen der anderen Seite im 
erschlafiten Zustand zum Erfrieren, so zeigen die im erschlafften 
Zustande erfrorenen Muskel nicht nur, wie bereits durch friihere 
Untersuchungen bekannt, einen erheblichen Mehrgehalt an Hexose- 
monophosphorsiure, sondern auch einen Mindergehalt an Pyro- 
phosphorsiure. Dieser geht mit einer so groBen Verminderung 
der nach kurzdauernder Hydrolyse bestimmbaren Orthophosphor- 
siure einher, daB zu ihrer Erklirung der Mehrgehalt an Hexose- 
monophosphorsaure im erschlafften Muskel nicht ausreicht. Allem 
Anschein nach ist die Verminderung der Pyrophosphorsaure nac!: 
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der Kontraktion durch den Wiederaufbau einer weiteren or- 
ganischen Phosphorsiiurevorstufe mitbedingt (vgl. Punkt 6). 

10. Der reversiblen Spaltung der iibrigen phosphorsiure- 
haltigen Tatigkeitssubstanzen im Kontraktionsmoment entspricht 
also die reversible Synthese der Pyrophosphorsiiure (oder der 
Adenylsiurepyrophosphorsaure) bei der Kontraktion. 

11. Verschiedene andere aus unseren Versuchsergebnissen ge- 
zogene SchluBfolgerungen sollen hier nicht wiederholt werden, 
nur auf eines sei nochmals hingewiesen: der Aufbau von Pyro- 
phosphorsiure im Kontraktionsmoment muf8 ebenso wie die Spaltung 
der Hexosemonophosphorsiure in Hexose und Phosphorsiiure, die 
Desaminierung der Muskeladenylsiure und der Zerfall des Phos- 
phokreatins auf die Wasserstoffionenkonzentration in der Richtung 
der Alkalisierung einwirken, und friiher entwickelte Anschauungen 
iiber die Art der Reaktionsverschiebung bei der Kontraktion er- 
halten, wie wir glauben, durch die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchung eine starke Stiitze. 
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Prolin und Oxyprolin in pflanzlichen Eiwei8stoffen. 
Von 
H. Spérer~ und J. Kapfhammer. 


‘Aus den Physiologisch-chemischen Instituten der Universitaéten Leipzig und Freiburg i. Br 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1929.) 


Oxyprolin lieB sich bisher nur sehr schwer und recht miihsam 
aus Kiweibstoffen isolieren, und daher kommt es wohl auch, daf 
man in der Literatur nur spiarliche Angaben iiber den Oxyprolin- 
gehalt unserer bekanntesten Proteine findet, und da8 man iiber 
die biologische Bedeutung des Oxyprolin noch sehr wenig weib. 
(gefunden wurde es bis jetzt in vier tierischen Proteinen, dann 
im Edestin des Hanfes und in der Hefe. Abderhalden!) hat 
es aus dem Edestin isoliert und in Hinden gehabt, Meisen- 
heimer’) hat es in der Hefe aus der entsprechenden Fraktion 
vergebens zu isolieren versucht, er hat dann seine Menge aus der 
Differenz des Gesamt- und Amino-Stickstoffs berechnet. In den 
pflanzlichen EKiweiBstoffen unserer Nahrung hat man Oxyprolin 
noch nicht gefunden. Wir haben deshalb einige pflanzliche Ki- 
weiBstoffe auf ihren Gehalt an Oxyprolin geprift und sind dabei 
zu dem bemerkenswerten Ergebnis gekommen, daB das Oxyprolin 
in den von uns untersuchten Pflanzenproteinen iiberhaupt nicht 
zu finden ist, wihrend es in den von uns untersuchten tierischen 
HKiweiBstoffen niemals fehlte. Wir haben die EiweiBstoffe des 
Weizens, das Gliadin und das Glutenin, und ferner das Sojameh! 
untersucht. 

Oxyprolin scheint auch bei den Keimungsvorgiingen der Pflanze, wenn 
das Reserve-EiweiB der Samen aufgespalten und umgebaut wird, nicht frei 
zu werden, wie unsere Untersuchungen*) an 12 Tage alten Leguminosen- 
pflinzchen zeigten. Ob man unsere Befunde verallgemeinern darf, ob man 
behaupten darf, daB das Oxyprolin vorwiegend in tierischen Eiweibstoffen 
vorkommt und im Pflanzen-EiweiB meist fehlt, sollen weitere Untersuchungen 
zeigen. Im Hinblick auf die Untersuchungen Meisenheimers an der 


Hefe wiire es auBerdem erforderlich, ganze Organismen zu analysieren, wn 
so zu erfahren, ob das Oxyprolin bei Wirbellosen fehlt oder vorhanden ist. 


*) (Nicht veréffentlicht.) 
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Ganz anders liegen die Verhiiltnisse bei dem Prolin: Alle 
Proteine, seien sie tierischer oder pflanzlicher Herkunft, die bisher 
auf ihren Prolingehalt untersucht wurden, enthalten diesen Kiweib- 
baustein. Ks scheint also keine prolinfreien KiweiBstoffe zu geben, 
ebenso wie man bisher noch keinen argininfreien KiweiBstoff ge- 
funden hat. Welche Bedeutung diese Tatsache hat, wissen wir 
nicht. Die interessante chemische Eigenschaft, dab die Prolamine 
in Alkohol léslich sind, lieBe sich damit erkliiren, daB sie sehr 
reich an Prolin sind, das in Alkohol léslich ist, wihrend ihnen 
das in Alkohol unlésliche Oxyprolin fehlt. 

Die Angaben iiber den Prolingehalt der Proteine sind z. T. 
sehr widerspruchsvoll; so wird der Prolingehalt des Gliadin mit 
2,04°/, (Abderhalden*), mit 7,06°/, und mit 13,22°/, (Os- 
borne‘)®) angegeben. Der Grund fiir diese schwankenden Angaben 
ist, wie Abderhalden®) meint, darin zu suchen, ,daB man bisher 
iiber keine brauchbare Methode verfiigte, um das Prolin in reinem 
Zustande quantitativ nachzuweisen. AusschlieBlich reines identi- 
fiziertes Prolin ist wohl nur in den seltensten Fallen der Be- 
rechnung der Ausbeute zugrunde gelegt worden; sehr oft wurde 
unzweifelhaft sehr unreines, in Alkohol lésliches Material als Prolin 
in Rechnung gesetzt.“ Wir haben schon friiher darauf hinge- 
wiesen’), daB das analysenreine Prolin gar nicht so leicht in 
Alkohol léslich ist; die angebliche Léslichkeit in Alkohol riihrt 
unseres Erachtens von Verunreinigungen (Liésungsgenossen) her. 
Wir weisen ferner darauf hin, daB die von uns angegebene Me- 
thode zur IJsolierung des Prolin keiner quantitativen Bestimmung 
gleichkommt; jedoch beziehen sich unsere Zahlenangaben immer 
auf das isolierte und analysenreine Prolin und sie stellen mit 
Sicherheit Mindestwerte fiir den Prolingehalt der von uns unter- 
suchten KiweiBstoffe dar. 

Nach den Angaben von Sure®) mu Prolin in der Nahrung 
wachsender Tiere enthalten sein, es wire also ein lebenswichtiger 
KiweiBbaustein*). Wozu es gebraucht wird, ist unbekannt; A bder- 
halden weist darauf hin, daB durch den vorhandenen Pyrrolidinring 
Beziehungen zum Blutfarbstoff bestehen kénnen. Unsere ana- 
lytischen Ergebnisse am Sojamehl, dem das Oxyprolin fehlt, machen 
es unwahrscheinlich, daB auch das Oxyprolin ein lebensnotwendiger 





*) S. hierzu die ablehnende Kritik von W. W. Mitchell und T.S. Ha- 
milton in ihrem Buch ,,The Biochemistry of the aminoacids“. New York 
1929. §. 543, 
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Eiweibbaustein ist, denn sonst kénnte der Sojabohne kaum diese 
groBe Bedeutung in der Volksernihrung ostasiatischer Linder 
zukommen. Ks kénnte also in biologischer Beziehung ein Unter- 
schied zwischen den beiden Prolinen bestehen. Er lieBe sich 
einfach mit der Annahme erkliren, daf im Tierkérper Oxyprolin 
aus Prolin gebildet werden kann. Dann ist natiirlich nur das 
Prolin notwendig. Die Sojabohne enthilt Prolin. Es wiirde also 
das gleiche Verhaltnis bestehen wie zwischen Tyrosin und Pheny]- 
alanin, wie zwischen Oxylysin und Lysin. In anderer Beziehung 
verhalten sich Oxyprolin und Prolin gleich, denn nicht nur das 
Prolin, sondern auch das Oxyprolin bildet beim phlorizindia- 
betischen Hund Zucker, wie unsere friiheren Versuche zeigen.) 
Dies stiitzt auch die Anschauung, daB Oxyprolin aus Prolin im 
Tierkérper gebildet werden kann. 


Hydrolyse des Gliadin aus Weizen. 


Das Gliadin haben wir nach den Angaben von Osborne und 


StrauB!°) aus Weizenkleber hergestellt. Es enthielt 15,5°/, Stickstoff 


und 8,5°/, H,O; 300g werden mit 600g konzentrierter Schwefel- 
siure und 1200 g Wasser so lange gekocht, bis die Biuret-Reaktion 
negativ ist. Dann wird die Schwefelsiure mit heiBer konzentrierter 
Barytlésung entfernt, bis die Fliissigkeit nur noch schwach kon- 
gosauer reagiert. Vom Bariumsulfat wird abgesaugt, der Nieder- 
schlag mehrmals gewaschen. Die gesammelten Filtrate werden 
durch Vakuumdestillation auf 350 ccm eingeengt. Der hierbei 
anfallende kristalline Niederschlag (Trockengewicht 138 g) ent- 
hielt seinen gesamten Stickstoff nach van Slyke bestimmbar 
und bestand zum allergréBten Teil nur aus Glutaminsiure (identi- 
fiziert als Chlorhydrat). 

Das Filtrat der Glutaminsiure wird mit. Wasser auf 500 ccm 
gebracht und mit 30g Natriumflavianat, das in heiBer 2 n-Schwefel- 
siure gelist war, versetzt. Nach 12 stiindigem Stehen wird ab- 
gesaugt. Das getrocknete Arginin-Flavianat wiegt 17,3 g; es gibt 
eine schwache Diazo-Reaktion, enthilt also Histidin. 

Das Filtrat des Flaviansiureniederschlages wurde auf 60’ 
erwirmt und mit warmer Reineckesalzlésung so lange versetzt, 
bis auf weiteren Zusatz von Reineckesalzlésung kein Nieder- 
schlag mehr eintrat. Wir verbrauchten 200 g Reineckesalz. Nach 
24stiindigem Stehen wird abgesaugt und mit Eiswasser gewaschen. 
Der getrocknete Reineckat-Niederschlag wiegt 155g. Das Filtrat 
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wurde durch Vakuumdestillation auf 1 Liter gebracht und wieder 
24 Stunden im Hisschrank aufbewahrt. Es kristallisiert nochmals 
ein Reineckat aus, das nach dem Trocknen 61 ¢ wiegt. Die 
Reineckate (216 g) werden in 2 Liter 50°/, igen Methylalkohol 
suspendiert, auf dem Wasserbad erwirmt und mit 430g Cupri- 
sulfat, das in heiBem Wasser gelést war, versetzt; nach 1/, Stunde 
wird das Kupferreineckat abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
das Filtrat mit SO,-Gas gesiittigt. Man laBt 12 Stunden stehen, 
saugt dann ab und engt im Vakuum auf 300ccm ein. Die Reste 
des noch vorhandenen Rhodan entfernt man durch Zusatz einer 
heiBen Silbersulfatlésung. In das Filtrat leitet man zur Ent- 
fernung der Schwermetalle Schwefelwasserstoff, diesen entfernt 
man durch Kochen und schlieBlich neutralisiert man die schwefel- 
saure Lésung mit Baryt. Das Filtrat, das keine Diazo-Reaktion gibt, 
wird im Vakuum zum Sirup eingedampft, mit 50°/, igem Alkohol 
aufgenommen und mit einer kaltgesittigten ithylalkoholischen 
Cadmiumchloridlésung versetzt, bis nichts mehr ausfillt. Nach 
24 stiindigem Aufenthalt im Kisschrank wird abgesaugt, es bleiben 
Kristalle zuriick, die nach dem Trocknen im Exsikkator 59,3 g 
wiegen. Die Mutterlauge wird im Vakuum nochmals bis zur 
Sirupdicke eingeengt, in 100 ccm 80°/, igem Alkohol aufgenommen, 
wieder mit alkoholischer Cadmiumchloridlésung versetzt und 
12 Stunden in den Eisschrank gestellt. Die entstandenen Kristalle 
werden abgesaugt, getrocknet und gewogen: 15,2 g. Die beiden 
Niederschlige (74,5 g) werden vereinigt, eine Probe wird aus Wasser 
umkristallisiert und iiber P,O, bei 110° im Vakuum getrocknet. 
Kjeldahl: Fir C,H,O,N-+CdCl, (Mol-Gew. 298,4) Ber. 4,69°/, N 
Gef. 4,71 


Auf 274,5 g wasserfreies Gliadin berechnet sich hiernach 
ein Prolingehalt von 9,86°/,. 


Das Filtrat der Cadmiumchlorid-Fallung wird im Vakuum 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen und mit H,S bzw. Ag,CO, 
das Cadmium bzw. das Chlor entfernt. Nach dem Verdunsten 
des Wassers (Wasserbad) hinterbleibt ein Riickstand, der 0,150 g 
wiegt. Er list sich nicht in Alkohol; seine Kristallform ist nicht 
die des Oxyprolin, er ist durch anorganische Stoffe verunreinigt, 
die sich aber wegen der geringen Substanzmenge durch Umkristalli- 
sieren nicht entfernen lassen. Die Mikroanalyse (C, H und N) 
legt die Vermutung nahe, daB Aminovaleriansiure vorliegt, jedoch 
reicht die Substanzmenge nicht zur endgiiltigen Identifizierung. 
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Hydrolyse des Glutenin aus Weizen. 


Das Glutenin fiel bei der Darstellung des Weizen-Gliadin an; es 
enthielt 13,8°/, Stickstoff und 10,4°/, Wasser. 300g Glutenin werden 
mit 600g konzentrierter Schwefelsiiure und 1200 ccm Wasser 
gekocht, bis die Biuretprobe negativ war. Die weitere Aufarbeitung 
schlieBt sich ganz der des Ghadin an, so daB wir auf Angabe 
von EKinzelheiten verzichten. Wir verbrauchten 150 g Reinecke- 
salz und erhielten einen Reineckatniederschlag, der 184,5 g wog. 
Er wird in 50°/,igem Methylalkohol suspendiert, mit Cuprisulfat 
und schwefliger Siure zerlegt und, wie oben angegeben, weiter- 
verarbeitet. Wir erhielten dann insgesamt 44,2 g Prolin-Cadmium- 
chlorid, das wir durch die Stickstoff-Analyse identifizierten. Auf 
268,8 g wassertreies Glutenin bezogen, berechnet sich ein Prolin- 
gehalt von 5,98°/). 

Oxyprolin lieB sich nicht auffinden. 


Hydrolyse des Sojamehls. 

Wir verwendeten 300g Sojamehl*), das 8,9°/, Stickstoff und 
12,6°/, Wasser enthielt, und hydrolysierten es mit 600 g konzen- 
trierter Schwefelsiiure und 1200 g Wasser. Die Aufarbeitung war 
die gleiche wie die des Gliadin und Glutenin. Wir erhielten iiber 
die Reineckatverbindung (149 g) insgesamt 22,4 g Prolin-Cadmium- 
chlorid. Der Prolingehalt des wasserfreien Sojamehls_ betriigt 
also 3,11°/,.. Oxyprolin wurde nicht gefunden. 


Der Justus-Liebig-Stiftung, die mir die wertvolle Hilfe meines 
inzwischen leider verstorbenen Mitarbeiters Dr. Hermann Spérer 
sicherte, danke ich auch an dieser Stelle. Kapthammer. 
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*) das uns die Troponwerke Dinklage & Co. zur Verfiigung stellten, 
wofiir wir ihnen hierfiir nochmals danken. 
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Beitrige zur Chemie des Insulins. 
5. Mitteilung iiber Insulin.) 
Von 
Karl Freudenberg, Wilhelm Dirscherl und Hermann Eyer. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. November 1929.) 


Insulin ist ein Hiweibkérper, in dem die wirksame prosthetische 
Gruppe nur einen kleinen Teil ausmacht. bei dem Versuch, sie 
abzutrennen, wird sie unwirksam. Daher kann sie nur inner- 
halb des groBen KiweiBmolekiils abgetastet werden. Die besondere 
Methodik, die durch diese Sachlage vorgeschrieben ist, wurde 
weiter entwickelt und erlaubt bereits einige chemische Aussagen 
zu machen, iiber die im Folgenden berichtet wird. 

Ohne die wirksame Hilfe der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft und der I. G. Farbenindustrie Hochst wiren die 
Versuche unméglich gewesen. Beiden Stellen sprechen wir unseren 
aufrichtigen Dank aus. 

Frl. K. Hampel, G. Wegener und E. Reeps haben mit 
Ausdauer und gréBter Sorgfalt die Bestimmungen des Blutzuckers 
ausgefiihrt. 

Die optischen Versuche verdanken wir Herrn Dr. E. Braun, 
die Réntgenaufnahmen Herrn V. Lenel. 


Einteilung. 
I. Allgemeines. 
1. Die verwendeten Insulinpriparate. ,,Salzsiiure—Insulin.“ 
2. Derivate des Insuiins. 

Insulin und Formaldehyd. Abspaltung des Formaldehyds. 
Bestimmung des Formaldehyds. LEiniges iiber das Ver- 
halten von Aminoverbindungen zu Formaldehyd. Folge- 
rungen. 


’) 4. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 180, S. 217 (1929). 
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Acetylverbindung. Acetylinsulin. Regenerat. Einiges iiber 
acetylierte Amine und Oxyverbindungen. 
Metbylinsulin. 
3. Einwirkung alkalischer Mittel. 
Alkalihydroxyd. 
Veriinderung des Drehvermégens und der Wirksamkeit. 


Gesamtschwefel und labiler Schwefel. Methionin. 


Abspaltung von Ammoniak. 
Ammoniak. Veriinderung des Drehvermégens und der 


Wirksamkeit. 
4. Kinwirkung von Reduktionsmitteln. 
Verinderung des Drehvermégens und der Wirksamkeit. 


5. Optische Versuche. 

II. Versuche. Sie werden entsprechend der obigen Einteilung be- 
schrieben. 

III. Zusammenfassung. 


I, Allgemeines. 
1. Die verwendeten Insulinpraparate. 


Zu unseren Versuchen diente krystallisiertes Insulin, das aus 
einem amorphen Priparat von KE. R. Squibb und Sons bereitet 
war. Aus 2g wurden 500mg Krystalle gewonnen, die 30°/, der 
wirksamen Substanz des Ausgangsmaterials enthielten. In diesen 
Krystallen fanden sich 25 Standardeinheiten im Milligramm. 
AuBerdem wurde verwendet ein amorphes Insulin von hoher Wirk- 
samkeit (14 Standardeinheiten im Milligramm) aber geringer Kry- 
stallisationsfihigkeit, das vom British Drug House stammte. Es 
wird im folgenden englisches Insulin genannt. Ferner kam zur 
Anwendung ein amorphes Priparat der I. G. Farbenindustrie 
Hochst von gleichen Einheiten wie das englische Priaparat, und 
schlieBlich einige amorphe Praparate geringerer Wirksamkeit. 

Salzsiure—Insulin. Ein wichtiges weiteres Priparat ist 
ein hochwirksames Insulin, das aufgefunden wurde’), als die mit 
Formaldehyd behandelten Priparate zum Zweck der Abtrennung 
des Formaldehyds mit Salzsiure erwirmt wurden; es fiel hierbei 
ein amorphes Produkt aus. Als zum Vergleich verschiedene 
Insulinsorten mit n/10-Salzsiure 1 Stunde auf 100° erhitzt 
wurden, vornehmlich in Gegenwart von etwas Natriumchlorid (1 °/, 
bildeten sich entsprechende Koagulate, die sich als recht wirksam 
erwiesen und im folgenden als Salzsiureinsulin bezeichnet werden. 

Die Verhiltnisse werden am besten durch die folgende Uber- 


sicht erliiutert. 





1) Diese Zs. Bd. 180, S. 223 (1929). 
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Tabelle 1. 





Ausbeute an Salzsdiure- Anzahl der 
Insulin- Einheiten Insulin Einheiten im 
Praparate pro mg a ~ | mg des Salz- 
in Gewichts-°/ in */, der : 
° Wirkung siiure-Insulins 
Héchst I.... 3,5 25 | 95 13,3 
Hochst Il .... 8 36 | 90 20,0 
Englisches —_In- 
a 14 69 97 19,6 
Kryst. Insulin . 25 88 ') 80 1) 23,0”) 











Demnach fallen aus Insulinpriparaten verschiedensten Rein- 
heitsgrades Produkte von hoher Wirksamkeit aus. Der Verlust 
an wirksamem Material ist in allen Fallen sehr gering. Auffallend 
ist, daB Salzsiureinsuline meistens etwa 3°/, Stickstoff weniger 
enthalten als ihre Ausgangsmaterialien. 

Wir hatten diese Beobachtung bereits gemacht’), als du Vi- 
gneaud*) eine entsprechende Wabrnehmung am krystallisierten 
Insulin mitteilte; hier fallt unter denselben Bedingungen mit fast 
quantitativer Gewichtsausbeute ein amorphes Priparat aus, das 
etwa 20°/, seiner Wirksamkeit eingebiiBt hat, und wie unsere 
Praiparate ungefihr 20 Standardeinheiten pro Milligramm enthilt. 
Wir zweifeln nicht, daB die Koagulate aus krystallisiertem In- 
sulin und amorphem Insulin iibereinstimmen. Wir kommen 
weiter unten im Abschnitt ,,.Methionin“ auf das Salzsiureinsulin 
zuriick. 

2. Derivate des Insulins. 
Insulin und Formaldehyd. 


Uber die Kinwirkung von Formaldehyd auf Insulin liegen 
bisher nur wenige Angaben vor.®) 

Wir haben vor einiger Zeit systematische Versuche auf- 
genommen und bereits kurz erwiahnt®), daB Insulin von Form- 


') V. du Vigneaud, E. M. K. Geiling, C. A. Eddy, Jl. of Pharmac. 
aud Exp. Therap. Bd. 33, S. 497 (1928). 

*) Ausgerechnet nach den neueren Messungen. 

*) Diese Zs, Bd. 180, S. 223 (1929). 

‘) a.a.O., vgl. N. R. Blatherwick, Fr. Bischoff, L.C. Maxwell, 
J. Berger u. M.Sahyum, Jl. of Biol. Chem. Bd. 72, 8. 57 (1927). 

*) D. A. Scott, Jl. of Biol. Chem. Bd. 65, S. 601 (1925). 

®) W. Dirscherl, Diese Zs. Bd. 180, S. 223 (1929); K. Freudenberg, 
W. Dirscherl u. H. Eyer, Naturwissenschaften Bd. 17, S. 603 (1929). 
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aldehyd langsam inaktiviert wird, und die Wirkung durch warme 
verdiinnteste Salzsiure teilweise wiederkehrt. Es hat sich jetzt 
gezeigt, daB die Geschwindigkeit der Inaktivierung durch Form- 
aldehyd mit der Reinheit des verwendeten Insulins stark zunimmt, 
und ein krystallisiertes Priparat bereits nach 20 Minuten nahezu 
unwirksam ist, wihrend ein amorphes Priparat, das ein Drittel 
der Wirksamkeit des krystallisierten Insulins aufwies, nach der 
gleichen Zeit noch etwa 30°/, seiner Wirksamkeit besaB. 

Wie schon bekannt, lassen sich amorphe Insulinpriparate, 
auch wenn sie, wie in diesem Falle, schon ein Drittel der Wirk- 
saumkeit des krystallisierten Insulins besitzen, nur zu einem Teile, 
der von Priparat zu Priparat sehr stark schwankt (0—30°/, 
ihres wirksamen Anteiles) in krystallisierter Form zur Abscheidung 
bringen.') Ks liegt also in solchen Priaparaten ein groBer Teil 
des Insulins in nicht krystallisierbarer Form vor. Wir haben 
schon vor lingerer Zeit die Vermutung ausgesprochen?), daB das 
Insulin ein KiweiBkérper mit einer wirksamen prosthetischen Gruppe 
ist. Ks kann infolgedessen neben dem krystallisierbaren Insulin 
auch solche Anteile geben, in denen die EiweiBkette verindert 
ist; vielleicht liegt in dem krystallisierten Insulin die wirksame 
Gruppe dem Formaldehyd offen, wihrend sie in den beigemengten 
amorphen Insulinanteilen einigermafen geschiitzt ist. Bei ge- 
niigend langer Kinwirkung des Formaldehyds werden alle von 
uns untersuchten Insuline inaktiv. 

Die Umsetzung mit Formaldehyd wird bei p,=7 vor- 
genommen; das Reaktionsprodukt, das bei dieser Reaktion in 
Lisung bleibt, wird nach Zusatz von Methylalkohol durch Ather 
ausgefiillt. Das Priparat ist jetzt in Wasser unldslich und wird 
durch Auswaschen mit Wasser von anhaftendem Formaldehyd 
befreit. Die Priparate miissen infolgedessen in Suspension in- 
jiziert werden; nach friiheren Feststellungen*) wirken suspendiertes 
und geléstes Insulin gleich stark. 


Abspaltung des Formaldehyds. 


Bei der Behandlung der Formaldehyd-Insuline mit verdiinn- 
tester Salzsiiure bei Wasserbadtemperatur kehrt die Wirksamkeit 
zum Teil wieder, und zwar liBt sich ein kleiner Unterschied beob- 





') C. R. Harrington u. D. A. Scott, Biochemical. Jl. Bd. 23, 8. 384 
(1929). 

) Diese Zs. Bd. 180, S. 216 (1929). 

5) W. Dirseherl, Diese Zs. Bd. 180, S. 219 (1929). 
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achten, je nachdem, ob n/1000- oder n/10-Salzsiiure verwendet 
wird. Mit n/1000-Salzsiiure sind nach 20 Minuten 85—45°/, der 
Wirksamkeit wieder hergestellt; auch bei einstiindigem Erwirmen 
wird dasselbe Resultat erhalten. Mit n/10-Salzsiiure wurden nach 
15 Minuten 25—30°/, der Wirksamkeit zuriickgewonnen, nach 
2—8 stiindigem Krwiirmen war die Wirkung nur um ein geringes 
schwiicher (23°/,). 

Kontrollversuche haben ergeben, daB& Insulin durch heiBe 
n/1000-Salzsiiure innerhalb von einer Stunde nicht veriindert und 
nicht ausgefallt wird; n/10-Séiure setzt die Wirksamkeit des In- 
sulins unter diesen Umstinden (ohne Natriumchlorid), innerhalb 
15 Minuten auf 75°/, herab und schadigt es dann nicht weiter 
ivgl. Versuche, Tab. 2). 

Die Unmoglichkeit, das Insulin aus der Formaldehydverbin- 
dung besser zu regenerieren als es oben angegeben ist, kann also 
nicht auf einer nachtriglichen Schidigung des zuriickgebildeten 
Insulins beruhen, sondern muB der Wirkung der Salzsiure auf 
die Formaldehydverbindung zuzuschreiben sein, solange diese 
noch unzerlegt ist. 


Bestimmung des Formaldehyds. 


Parallel mit der beschriebenen teilweisen Regenerierung der 
Insulinwirkung wird Formaldehyd abgespalten. Mit n/1000-Salz- 
siure destilliert innerhalb einer Stunde der gesamte Formaldehyd 
liber; langere Destillation gibt keine Zunahme. Auch mit n/10- 
Salzsiiure wird das gleiche Resultat erhalten. Nachweisbar sind 
2°), Formaldehyd. Der Versuch wurde an einem amorphen 
Priiparat ausgefiihrt, das ungefihr halb so wirksam war wie 
krystallisiertes Insulin. 

Wenn man annimmt, da der Formaldehyd nur mit Amino- 
gruppen reagiert hat, so wiirde diese Zahl auf nicht mehr als 
1°/, Aminogruppe schlieBen lassen. Die Bestimmung des Amino- 
stickstoffs nach van Slyke ergibt am gleichen Priparat ebenfalls 
1°/, (wie am krystallisierten Insulin’); die Formoltitration nach 
Sdrensen liefert wie gewodhnlich einen etwas héheren Wert, 
nimlich 1,35°/,. In teilweisen und ganz inaktivierten Priiparaten 


") Die Wirksamkeit des Ingsulins ist zum Teil noch erhalten, auch 
wenn die Umsetzung mit salpetriger Siure abgeschlossen ist. Dies 
ist wieder ein Anhalt dafiir, daB in der wirksamen Gruppe des Insulins 
-NH, keine Rolle spielt. 
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wurde der Gehalt an Formaldehyd innerhalb der Fehlergrenze 
(0,2°/,) gleich gefunden. Also kann die Formaldehydmenge, die 
zur volligen Inaktivierung notwendig ist, nur auBerordentlich ge- 
ring sein; dies bedeutet, daB die wirksame Gruppe nur einen 
sehr kleinen Teil des gesamten Molekiils bildet. 


Kiniges iiber das Verhalten von Aminoverbindungen 
zu Formaldehyd. 


Zum Vergleich mit dem Insulin wurden aus einer Anzahl 
von Aminoverbindungen Formaldehydderivate hergestellt, und 
zwar unter den Bedingungen der Formoltitration nach Sérensen. 
Dabei stieBen wir auf Verbindungen, die zum Teil schon bekannt 
sind.!) Je eine Formaldehydgruppe nehmen auf: 

Glykokoll, Cystin (fiir jede Cysteinhilfte eine), Acetylglycylglycin, 
Dicyandiamid. 
Zwei Formaldehydgruppen nehmen auf: 
Glyeylglycin, Diketopiperazin. 
Drei Formaldehydgruppen werden aufgenommen von: 
Arginin, Tyrosin. 

In allen diesen Fallen wurde der Formaldehyd mit ver- 
diinntester Siure bei 100° innerhalb einer Stunde vollstindig ab- 
gespalten. Das Ergebnis ist also, daB Formaldehyd, der mit 
¢-NH,-Gruppen der Aminosiiuren reagiert hat, unter den gleichen 
Bedingungen wieder abgespalten wird, wie aus dem Insulin. Das 
gleiche gilt fiir Formaldehyd, der mit Peptidbindungen und mit 
Diketopiperazin reagiert. 

Kine Ausnahme macht «-Methylindol, von dem 2 Molekiile 
mit einem Molekiil Formaldehyd reagieren; der Aldehyd kann, 
wie schon bekannt ist, nicht wieder abgespalten werden; auch 
das Guanidin liefert unter den geschilderten Bedingungen nich 
allen Formaldehyd zuriick. Kein Formaldehyd wurde aufgenommen 
von Oxaminsiureiithylester und Phenylcarbaminsaureathylester. 


Folgerungen. 
Das Ergebnis dieser Versuche li8t sich folgendermaBen zu- 


sammenfassen: 

Krystallisiertes Insulin reagiert mit Formaldehyd ebenso 
rasch, wie eine Substanz mit freien Aminogruppen oder Peptid- 
bindungen. Der Formaldehyd wird ebenso leicht, wie aus solchen 


') Literatur im experimentellen Teil. 
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Verbindungen, wieder abgespalten. Es ist sehr unwahrscheinlich, 
daB der Formaldehyd mit der wirksamen Gruppe des Insulins allein 
reagiert. Die wirksame Gruppe kann nur wenige Prozente des 
Molekiils ausmachen. Bei der Abspaltung des Formaldehyds durch 
Siure wird nur ein Teil der Wirksamkeit des Insulins wieder her- 
cestellt; dies kann daher rihren, daB Formaldehyd irreversibel 
gebunden bleibt oder das Formaldehyd-Insulin wihrend der Ab- 
spaltung des Formaldehyds, aber bevor diese vollzogen ist, durch 
die Salzsiure eine Veriinderung erleidet. 

Bei dem amorphen Insulin sind die Verhiltnisse dieselben, 
mit dem einen Unterschied, daB in einem Teil des Priiparates — 
offenbar dem nicht krystallisierenden — die wirksame Gruppe 
gegen die sofortige EKinwirkung des Formaldehyds geschiitzt ist. 


Acetylverbindung. 


Unsere friiheren Versuche') hatten ergeben, das suspendiertes 
Insulin durch Pyridin—Kssigsiureanhydrid in ein nahezu unwirk- 
sames Acetylinsulin verwandelt wird, das sich durch nachherige 
Behandlung mit sehr verdiinnter Natronlauge zum Teil wieder in 
ein wirksames Praparat zuriickverwandeln (regenerieren) laBt. Wir 
hatten Grund anzunehmem, daB dieses Regenerat nur ein teilweise 
entacetyliertes Insulin ist, d.h. ein Acetylderivat von geringerer 
\\irksamkeit, als das urspriingliche Insulin. Wir haben jetzt diese 
Versuche weitergefiihrt. 

Acetylinsulin. Bereits damals wurde gefunden, daf bei 
der Acetylierung amorpher Insulinpriparate stets ein sehr geringer 
test von Wirkung iibrig bleibt, und wir sind jetzt bei der 
Verwendung geniigend groBer Mengen Acetylinsulin bis zur 
Krampfgrenze gelangt. Das Acetylinsulin zeigt stets noch 5 bis 
10°), der Wirksamkeit des Ausgangsmaterials. Dabei ist es 
sleichgiltig, ob es in Suspension eingespritzt oder durch rasches 
Auflésen in verdiinntester Natronlauge und sofortiges Ansiuern 
in Lésung gebracht wird. Es kann auch in Dinatriumphosphat 
velist werden, wobei allerdings stets ein kleiner Rest suspen- 
ert bleibt. 

Zur Deutung dieser Erscheinung kommen 3 Méglichkeiten in 
betracht, zwischen denen wir nicht entscheiden kénnen. 

1. Es bleibt trotz beliebig verlingerter Kinwirkung des 


') Diese Zs. Bd. 175, S. 1 (1928). 
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Acetylierungsmittels stets ein geringer Teil des Insulins unver-. 
andert, wenn das Insulin nicht vollstindig durchreagiert. 

2. Das Insulin reagiert vollstiindig durch und das Acetat 
besitzt noch eine geringe Eigenwirksamkeit. 

3. Das Acetylinsulin ist an sich unwirksam, wird aber in 
den 2 Stunden, die es im Tierkérper bis zu der 2. Blutentnahme 
verweilt, zu einem geringen Teil wieder in wirksames Priparat 
zuriickverwandelt. 

Die Acetylierungsversuche an krystallisiertem Insulin ge- 
lingen erst dann, wenn das Priparat vorher durch Umfallen in 
den amorphen Zustand gebracht wird; im andern Falle reagiert 
es nicht durch. 

Regenerat. Zu den friiheren Versuchen ist nachzutragen, 
daB die teilweise Regenerierung durch sehr verdiinntes Alkali 
auch an dem von krystallisierendem Insulin stammenden Acety|- 
produkt gelingt; allerdings scheint es, als wiirde die friither an- 
gegebene Wirksamkeit des Regenerats (0,2—0,3 des urspriing- 
lichen Insulins) an den krystallisierten Priparaten nicht ganz 
erreicht. Die von uns gefundenen Werte bewegen sich zwischen 
0,15 und 0,20. 

Acetylinsulin (aus amorphem Insulin, 9 Einheiten im mg 
spaltet unter den Bedingungen der Regenerierung (0,03 n-Alkali, 
0,24 Stunden) nur 0,05°/, Schwefel ab; das sind 1—2°/, des 
gesamten Schwefels. Wir schlieBen daraus im Gegensatz zu 
H. Jensen u, E.M.K.Geiling’) daB die mangelhafte Regenerier- 
barkeit des Acetylinsulins nicht durch eine Abspaltung yon 
Schwefel verursacht ist. 


Kiniges tiber acetylierte Amino- und Oxyverbindungen. 


Zum Vergleich mit dem Insulin wurden einige Amino-, Imino- 
und Oxyverbindungen auf ihre Acetylierbarkeit und die Hatt- 
festigkeit des Acetyls gepriift. 

Bekanntlich reagieren Amino-, Imino-, aliphatische und aro- 
matische Hydroxylgruppen im allgemeinen leicht mit Essigsiure- 
anhydrid und Pyridin bei gewohnlicher Temperatur. Beachtens- 
wert ist, daB Glycinanhydrid unter diesen Bedingungen leicht 


2 Acetylgruppen aufnimmt. N-p-Oxyphenylglycin nahm unter | 


diesen Bedingungen nur eine Acetylgruppe auf, und zwar am 


') Jl. Pharm. Exper. Therap. Bd. 33, 8.511 (1928). 
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Phenolhydroxyl. q@-Methylindol und sein Dihydroderivat muBten 
mit dem Acetylierungsgemisch erhitzt werden. 

Unter den Bedingungen der Regenerierung des Acetyl- 
insulins spalten kein Acetyl ab: Acetylglykokoll, Acetylglycyl- 
elycin, sowie die Acetylderivate von «-Methylindol und Dihydro- 
g-Methylindol (8-C-Acetyl-a-Methylindol bzw. N-Acetyl-Dihydro- 
g-Methylindol). Das untersuchte Acetyl-ec-Methylindol enthilt 
die Acetylgruppe nach Angaben der Literatur!) am Kohlenstoff. 
Diacetyltyrosin spaltete nur das am Sauerstoff befindliche Acetyl 
ab, wihrend das in die Aminogruppe eingetretene Acetyl haften 
blieb. Sehr leicht verloren ihre Acetylgruppe Acetylipfelsiure, 
Acetylmilchsiure und Acetyl-p-Oxybenzoesiure. Dementsprechend 
verhalt sich auch Diacetyltyrosin. Bemerkenswert ist die leichte 
Abspaltbarkeit der Acetylgruppe aus Monoacetylguanidin. Der 
Beweis wurde am Pikrat des Monoacetats gefiihrt, das sich unter 
der Kinwirkung von sehr verdiinntem Alkali bereits in der Kilte 
in Guanidinpikrat zuriickverwandeln laiBt. Acetyliertes Ovalbumin 
spaltet unter diesen Bedingungen gleichfalls den gréften Teil 
seiner Acetylgruppen ab (6,4°/, von 7,5°/, Gesamtacetyl). Diacetyl- 
glycinanhydrid verliert bei der Behandlung mit Alkali kein Acetyl, 
wird aber zu Acetylglycin aufgespalten. 

Die priparativen Einzelheiten dieser Versuche, die zu einigen 
neuen Beobachtungen gefiihrt haben, sind im experimentellen 
Teil beschrieben. Fir die Unterscheidung von O- und N-Acetyl 
erwies sich die Verkochung mit alkoholischer Toluolsulfosiure 
brauchbar.*) Auffallend ist der hohe Gehalt (7,5°/,) des Acetyl- 
ovalbumins an O- oder NH-Acetyl. Im Ovalbumin miissen 2 bis 
3°/, freie, acetylierbare Hydroxyl- oder Iminogruppen vor- 
handen sein. 

Die Modellversuche zeigen, daB die Regenerierung des Acety]l- 
insulins wahrscheinlich nicht in der Abspaltung einer Acetyl- 
Aminogruppe besteht. Die Beobachtungen am Guanidin und den 
Oxyverbindungen lassen dagegen den Schlu8 auf Imino- oder 
Oxygruppen zu. Die Letzteren sind durch die Versuche mit 
Formaldehyd unwahrscheinlich gemacht. Nur die Annahme einer 


Iminogruppe fihrt angesichts der Modellversuche zu keinem 
Widerspruch. 


') Zitate im experimentellen Teil. 


*) K. Freudenberg u. M. Harder, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 433, 
S. 230 (1928), 
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Methylierung von Insulin. 


Amorphes Insulin wurde in gewoéhnlichem Methylalkoho! 
gelést und in Kiskiihlung mit atherischer Diazomethanlésung 
versetzt; das Insulin flockt aus; nach 51/, Tagen war noch iiber- 
schiissiges Diazomethan vorhanden, es wurde durch einige Tropfen 
Kisessig zerstért. Das methylierte Insulin war wasserléslich und 
unwirksam. Diazomethan kann mit Carboxylgruppen, Phenol- 
und Enolhydroxylen, Amino- und Iminogruppen reagieren; unwahr- 
scheinlich ist, daB es sich unter den gegebenen Bedingungen mit 
aliphatischem Hydroxyl umsetzt. Der Versuch liBt vermuten, 
dab die Inaktivierung des Insulins durch Diazomethan nicht auf 
der Umsetzung eines solchen Hydroxyls beruht.') 


3. Einwirkung alkalischer Mittel. 


Alkalihydroxyd. Veranderung der Drehung und der 
Wirksamkeit. 


Zur Anwendung kam n/30-Lauge bei 34% Im Verlauf der 
Versuche indert sich die Hydroxylionenzahl nicht merklich. Auf 
6 ccm wurden 20 mg des Insulinpriparates gelést. Nach 4 Stunden 
ist das Insulin unwirksam; sehr hochwertige Praparate sind schon 
nach 3 Stunden zerstért. Bei Anwendung einer gleichen Zahl von 
Kinheiten im Kubikzentimeter scheinen die Zerfallszeiten iiber- 
einzustimmen, auch wenn die Priiparate einen verschiedenen Rein- 
heitsgrad haben. 

Hand in Hand mit der Zerstérung der Wirksamkeit geht eine 
starke Verinderung der optischen Aktivitit der verschiedenen 
Insulinpriparate, die alle nach links drehen. Figur 1 enthiilt 
die Kurve der spezifischen Drehung und der Wirksamkeits- 
abnahme (in willkiirlichem MaBSstabe) bei einem und demselben 
Priiparat krystallisierten Insulins, Zuerst steigt die Drehung an, 
erreicht dann ein Maximum und fiallt wieder ein wenig unter den 
miglichst rasch abgelesenen Anfangswert. Danach bleibt die 


!} Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen haben F. H. Carr, 
K. Culhane, A. Th. Fuller und 8. W. F. Underhill (Biochem. Journ. 
Bd. 23, S. 1010 (1929) gefunden, daB sich Insulin verestern libt. Wir 


haben daraufhin die Regenerierung unserer Methyl-insuline versucht und 
gefunden, daB sich die Wirksamkeit durch Alkali zum Teil wiederher 


stellen 1aBt. 
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Drehung unverindert. Das Priparat wird zu einem Zeitpunkt 
unwirksam, in dem die Drehung nahezu konstant ist. 

Es gehen demnach zwei Reaktionen bei der Inaktivierung 
vor sich. Das Insulin verwandelt sich in eine héher drehende 





Substanz, und aus dieser ent- 0 rapaey 
steht eine tiefer drehende. \ 
Wahrscheinlich verliuft die “| 


Inaktivierung des Insulins 
parallel mit der Bildung der 
hochdrehenden Phase. Alle 7 
Insulinpriparate _verhalten 
sich entsprechend. 

Bei 0° bewirkt dasselbe 50} 
Alkali innerhalb von 24 Stun- 


( «} 573 

















den keine meBbare Anderung ” 
der Drehung und der Wirk- jst \ Wirksariheit 
samkeit. \ 
Von bekannten Amino- 7] . 
siuren racemisiert sich Argi- |} \ 
nin im Peptidverband unter \ 
ihnlichen Bedingungen. Das 9 >—~—7—--|-———_-_> 5 


gleiche gilt fiir Ornithin, 
Histidin und Prolin.!) Wenn 
jedoch beim Insulin die EKinwirkung nur in einer einfachen 
Racemisierung bestinde, miiBte die Wirksamkeit mindestens zur 
Halfte erhalten bleiben, Die zweite Phase des Drehungsvorganges 
kann natiirlich mit einer Racemisierung verbunden sein. 


Fig. 1. 


Gesamt-Schwefel und labiler Schwefel. 


Im Zusammenhang mit der Anderung der Wirksamkeit und 
der Drehung unter dem EinfluB von verdiinntem Alkali wurde das 
Verhalten des im Insulin gebundenen Schwefels gepriift. 

In Ubereinstinmung mit J. J. Abel?) finden wir, daB mit 
zunehmender Reinheit des Insulins sein Schwefelgehalt steigt, bis 
er beim krystallisierten etwa 35°/, erreicht. Gleichfalls kénnen 
wir bestiitigen, daB mit der Wirksamkeit der Anteil an labilem 


') A. Kossel, vgl. S. Edlbacher, Strukturchemie der Aminosiuren 
und EiweiBkérper, S. 186, Leipzig 1927. 

) J.J. Abel, E. M. K. Geiling, Journ. of Pharmac. and Exp. Therap. 
Bd. 25, S. 423 (1925). 
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Schwefel steigt, wenn man darunter den innerhalb gleicher Zeiten 
durch Alkali abspaltbaren Schwefel versteht. Bei geniigend 
langer Einwirkung spalten alle Priiparate ungefihr die gleiche 
Menge Schwefel ab. Wir haben ferner gefunden, da8 krystalli- 
siertes und amorphes Insulin innerhalb 48 Stunden bei 0° durch 
n/30-Alkali so gut wie nichts von seiner Wirksamkeit einbiibt 
und dabei auch einen kaum merklichen Anteil von Schwefel 
(1---“ © des Gesamtschwefels) in Form von Natriumsulfid abspaltet. 
Wird derselbe Versuch bei 34° ausgefiihrt, so ist die Wirksamkeit 
in etwa 3 Stunden erloschen, wihrend der Schwefel wiederum so 
gut wie unverindert geblieben ist. 

Die Abspaltung des Schwefels kommt bei dieser Temperatur 
sehr langsam in Gang und betrigt erst nach 48 Stunden 3—4°/, 
des Gesamtschwefels. Es liegt also nicht das geringste Anzeichen 
dafiir vor, daB die Abspaltung des Schwefels etwas mit der In- 
aktivierung des Insulins zu tun hat. 

Bei der sauren Hydrolyse des krystallisierten Insulins haben 
V.duVigneaud, H.Jensen und O. Wintersteiner’) 8°/, Cystin 
gefunden, wiihrend aus dem Schwefelgehalt, wenn ausschlieBlich 
Cystinschwefel vorliegt, 12°/, Cystin zu erwarten waren. Das 
Defizit von 4°/, kann, wie die amerikanischen Autoren hervor- 
heben, durch besonders schwere Hydrolysierbarkeit des Cystin- 
peptides oder auch durch Verluste verursacht sein; jedenfalls 
zwingt ihr Versuch nicht zur Annahme einer zweiten Bindungsart 
des Schwefels. 

Auch die Tatsache, daB bei energischer alkalischer Hydro- 
lyse ungefihr die Hilfte des Schwefels abgespalten wird, spricht 
nicht gegen das alleinige Vorkommen von Cystin; erstens spaltet 
Cystin selbst, wenn auch sehr viel langsamer, mit Alkali Schwefel 
ab; zum andern haben M. Bergmann und F. Stather?”) gezeigt, 
da’ gewisse cystinhaltige Peptide den Schwefel wesentlich leichter 
abgeben, als das bei Cystin selbst der Fall ist. Man kann also 
annehmen, daB die Eiweibkette des krystallisierten Insulins etwa 
12°), Cystin enthailt, und der Angriff der Natronlauge, der zur 
Inaktivierung des Insulins fihrt, nicht auf einer Abspaltung des 
Schwefels beruht. Nach den weiter oben gegebenen Ausfihrungen 
liBt sich auch kein Zusammenhang zwischen der Schwefelabspal- 
tung und der Anderung des Drehungsvermégens feststellen. 


') Journ. of Pharmac. and Exp. Therap. Bd. 32, 8S. 367 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 152, S. 189 (1926). 
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Methionin. 


Bei der Bestimmung von Thiomethyl nach dem Verfahren 
von Zeisel und Kirpal-Bihn!) wird in amorphen Insulin- 
priparaten stets etwas Methyl und die hierzu ‘iquivalente Menge 
Schwefel gefunden. Der Gehalt an S—CH, betrug im héchsten 
Fall 0,9°/,. Es legt nahe, die Thiomethylgruppe durch die An- 
wesenheit der schwefelhaltigen Aminosiure Methionin (¢-Amino- 
y-thiomethyl-buttersiure)?) zu deuten. Ohne niheren Beweis 
sprechen wir im folgenden von Methioninschwefel. Es kann sich 
auch um irgendeine Alkylverbindung (Ester? ’) handeln, in der 
Cystinschwefel aufgelockert ist. 

Bei dem krystallisierten Insulin jedoch und dem Salzsiiure- 
insulin wurde kein Methyl durch Jodwasserstoff abgespalten; ebenso- 
wenig trat hierbei Schwefel auf. Auch Cystin spaltet unter diesen 
Bedingungen keinen Schwefel ab. Im Filtrat des Salzsiiure- 
insulins wurde jedoch Thiomethyl gefunden, ebenso in den Mutter- 
laugen des krystallisierten. 

Besonderes Interesse verdient, daB jenes amorphe Insulin- 
priparat, das den héchsten Gehalt an Thiomethyl (0,9"/,) aufwies, 
nimlich das englische Insulin, 2?/, der Wirksamkeit des krystalli- 
sierten Insulins besa’. ‘Trotz dieser hohen Wirksamkeit gelingt 
es, nur wenige °/, krystallisierten Insulins aus diesem Priiparat 
abzuscheiden. Das amorphe Ausgangsmaterial (Squibb), das uns 
zur Darstellung der Krystalle diente, enthielt 0,5°/, SCH,. 

Man kann die Erscheinung damit erkliren, dab im amorphen 
Insulin nicht krystallisierende methioninhaltige KiweiBkorper sind, 
die gleichfalls die wirksame prosthetische Gruppe enthalten. Oder 
der methioninhaltige Kérper ist eine indifferente Beimengung, die 
die Krystallisation des wirksamen Eiweifes verhindert. Zugunsten 
der letzteren Auffassung liBt sich die erwihnte Tatsache anfiihren, 
daB das hochwirksame Salzsiureinsulin aus methioninhaltigen 
Insulinpriparaten frei von Thiomethyl ist, wihrend die nahezu 
unwirksame Mutterlauge das gesamte S—CH, enthiilt. 

Da das Salzsiiurekoagulat aus amorphem Insulin keinen Unter- 
schied aufweist gegeniiber dem entsprechenden aus krystallisiertem 
Insulin hergestellten Praparat, laBt sich als einfachste Annahme 
aussprechen, daB das Salzsiiurekoagulat eines amorphen Insulins 


') Monatshefte Bd. 36, S. 853 (1915). 

*) J. H. Mueller, Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, 8. 157 (1923); Bd. 58, S. : 
(1923); G. Barger, F. P. Coyne, Biochem. Jl. Bd. 22, S. 1417 (1928). 

*) F. H. Carr und Mitarbeiter, a. a. O. 
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aus demjenigen Insulinanteil stammt, der mit dem krystallisier- 
baren identisch ist, aber durch die Gegenwart des methionin- 
haltigen, vielleicht unwirksamen Eiweifkérpers an der Krystalli- 
sation gehindert wird. Trotzdem sind wir der Ansicht, daB in 
amorphen Insulinpriiparaten aufer dem ,,methionin“haltigen EKi- 
weiBkérper auch nicht krystallisierbare wirksame Anteile enthalten 
sind, die dem krystallisierenden Insulin auBerordentlich nahestehen. 


Abspaltung von Ammoniak. 


Wenn 0,03 n-Alkali bei 34° auf Insulin einwirkt, so wird das 
Insulin unter Drehungsiinderung, wie oben geschildert, unwirksam. 
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Gleichzeitig tritt ein iuBerst geringer Betrag von Ammoniak aul, 
dessen Abspaltung zum Stillstand kommt, sobald das Insulin un- 


wirksam ist. Das Ammoniak wird durch Nesslers Reagens 


nachgewiesen; es mu8 bemerkt werden, daB wir noch nicht sicher 
festgestellt haben, ob es sich wirklich um Ammoniak, oder ein 
anderes Amin handelt. Wir sprechen im folgenden der Einfachheit 
halber von Ammoniak. Das Gesagte gilt fiir das krystallisierte, 
sowie fiir das Salzsiiureinsulin. Die anderen Priparate spalten nach 
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der Inaktivierung immer weiter Ammoniak ab, und verhalten sich in 
dieser Hinsicht wie Ovalbumin, das als Vergleich herangezogen wurde. 

Die Fig.2 zeigt die Ammoniakabspaltung in Prozenten des 
angewendeten Insulins in Abhingigkeit von der Zeit der alkalischen 
Einwirkung. Das gestrichelte Band entspricht dem Zeitpunkt 
(zwischen 3—4 Stunden) zu dem das Insulin unwirksam wird. 
Als ,,Insulin-Protein“ ist ein sehr unreines amorphes Priparat 
bezeichnet; hier ist die Ammoniakabspaltung nach 3 Stunden noch 
nicht beendet. Bemerkenswert ist, daB die Menge des abgespaltenen 
Ammoniaks beim krystallisierten Insulin und dem Salzsiureinsulin 
aus Praparat Hochst II in einem dhnlichen Verhiltnis (0,12:0,19) 
steht, wie die Anzahl der Einheiten im mg dieser Priaparate (20: 25). 
Auch diese Feststellung zeigt, daB die Abspaltung des Ammoniaks 
und die Zerstérung der Wirksamkeit Hand in Hand gehen. 

Beim Salzsaureinsulin und einem amorphen Produkt wurde 
der Versuch auch bei 0° ausgefiihrt. Als das Insulin nach einer 
Woche fast unwirksam geworden war, hatte sich ebensoviel 
Ammoniak abgespalten, wie bei 34° nach einigen Stunden. 

Die Menge des abgespaltenen Ammoniaks betrigt ungefiihr 
0,2°/, des krystallisierten Insulins; wenn man diese Zabl zur Be- 
rechnung des Molekulargewichts heranzieht, so muB man ungefihr 
8000 annehmen. Zu einer ihnlichen GréBenordnung fihrt 
folgende Uberlegung: weiter oben haben wir berichtet, daB der 
Formaldehydgehalt eines durch Formaldehyd ganz und eines drei- 
viertel inaktivierten Praparates gleich war und rund 2°/, betrug. 
Wir hatten bei unserer Arbeitsweise eine Differenz von 0,2°/, 
wahrnehmen miissen; angenommen, der Unterschied hitte soviel 
betragen, so miBte er fiir die ganze Inaktivierung 0,8°/, Formaldehyd 
ausmachen, was 0,4°/, NH, gleich kame. Danach miiBte das Insulin 
ein Molekulargewicht von mindestens 4000 besitzen. Diese Zahl 
bedeutet eine untere Grenze. Wenn wir weiterhin willkiirlich an- 
nehmen, daB die eigentlich wirksame Gruppe des Insulins ein 
Molekulargewicht von 200 besitzt, so wiirde sie 2,5°/, des Molekiils 
von 8000 ausmachen. Diese 2,5°/, miissen fiir eine Drehungsinderung, 
die einer spezifischen Drehung von ungefihr 20° entspricht, ver- 
antwortlich gemacht werden. Der spezifische Drehungsanteil dieser 
Substanz wiirde also in der GréfSenordnung von 20-40 = 800 
liegen. Die nachher zu_ beschreibenden Reduktionsversuche 
lassen ihn sogar doppelt so groB erscheinen. Bei dieser Uber- 
legung wird angenommen, daB die wirksame Gruppe die op- 
tische Aktivitit verliert. Denselben Effekt wie ein Drehungsabfall 
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von [a]... —800° auf 0° hatte eine Drehungsiinderung von — 400° 
auf + 400°. 
Ammoniak, Verainderung des Drehungsvermégens und 
der Wirksamkeit. 
ei der Behandlung von Insulin — verwendet wurde eng- 
lisches — mit n/10-Ammoniak bei 34° wurde innerhalb 3 Stunden 
ein Abfall der Drehung und der Wirksamkeit nicht beobachtet. 
15°/,iges Ammoniak inaktivierte in 4 Stunden bei 80° im ge- 
schlossenen GefiB vollstiindig, bei 34° betrug die Wirksamkeit nach 
5 Stunden noch 15°/,. Giinstige Beobachtungsbedingungen liegen 
fir normales Ammoniak bei 34°. Der Abfall der Wirksamkeit 
und die Verinderung der Drehung gehen aus der Zeichnung 
hervor. Es herrscht derselbe Zusammenhang, wie bei der In- 
aktivierung durch Alkali. 
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Fig. 3 
4, Einwirkung von Reduktionsmitteln. 
Veriinderung \ 
des Drehungsvermégens und der Wirksamkeit. 
Durch reduzierende Mittel wird Insulin unwirksam gemacht.’ 
Mit 0,1 n-Salzsiiture und Zink ist das Priparat nach 7 Stunden | 


1) R. 8. Allen, I. R. Murlin, Proceedings of the Soc. for Exper. | 
Biologie and Medicine Bd. 22, S. 492 (1925). 
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nahezu unwirksam. Die Salzsiiure wird in Portionen derart zu- 
gegeben, da die Wasserstoffentwicklung dauernd in Gang bleibt. 
Die spezifische Drehung fallt in der gleichen Zeit von ungefiihr 
— 70° auf — 24° und bleibt alsdann unveriindert. Die Uber- 
einstimmung zwischen Anderung der Drehung und Abfall der 
Wirksamkeit wird durch die Zeichnung erliutert; die Anfangs- 
drehung ist gleich 100 und die Enddrehung gleich Null gesetzt, 
und die Wirksamkeit im gleichen MaBstab eingetragen. Die Kurven 
stimmen innerhalb der Versuchsfehler iiberein und sind an ver- 
schiedenen Insulinpriparaten ermittelt worden. 
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Schwefelwasserstoff verhilt sich entsprechend, reagiert aber 
wesentlich langsamer; auch hier hingen der Abfall der Drehung 
und der Wirksamkeit zusammen. Auch aus diesen Versuchen 
geht hervor, daB die wirksame Gruppe stark aktiv ist, und daB 
ihr Asymmetriezentrum verindert wird, wenn die Wirksamkeit 
beeintrichtigt wird. Ks ist uns noch nicht gelungen, durch oxy- 
dierende Mittel die Aktivitiit wieder zuriickzugewinnen; dies ist 
verstindlich, nachdem festgestellt ist, daB durch die Reduktion 
ein optisch aktives System tiefgreifend verindert wird. Das 
System Cystin—Cystein zeigt zwar iihnliche Verhaltnisse beziig- 
lich der optischen Aktivitét ({«], Cystin = — 224°. [a], Cystein 
= — 13°), die Dehydrierung kann aber riickgiingig gemacht werden. 
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Kin Unterschied zwischen krystallisiertem Insulin und amorphem 
englischem Insulin wurde nicht wahrgenommen. 


5. Optische Versuche. 


Wie bereits friihere Autoren’) festgestellt haben, wird Insulin 
im ultravioletten Licht einer Quecksilberdampflampe unwirksam. 
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Die Messung der Extinktion?) ergibt eine vordere Bande, 
die hauptsiichlich von Tyrosin herriihren diirfte, das von V. du 
Vigneaud, H. Jensen und O. Wintersteiner’) in den Hydro- 


') Ellis, Newton Americ. Journ. of Physiol. Bd. 73, 8. 530 (1925). 


*) Vgl. W. Graubner, Zschr. ges. Exp. Med. Bd. 63, 8. 527 (1928). 


‘) Journ. of Pharmacol. and Exper. Therap. Bd. 32, S, 367 (1928). 




















{ 


ata 


in ee, 





es 


i 
i 
+ 
E 





Beitriige zur Chemie des Insulins. 107 


lysenprodukten zu 12°/, festgestellt wurde. Diese Tatsache er- 
klirt zugleich, warum D. den Hoed, S. E.de Jongh und A. E. 
I. Peek?) fanden, daB Insulin in Phenollésung von ultraviolettem 
Licht nicht unwirksam gemacht wird; das Phenol absorbiert alles 
Licht, das auf das Insulin einwirken kénnte. 

In der Fig. 5 findet sich die molare Extinktionskurve fiir ein 
Gemisch von 1 Mol Cystin und 1 Mol Tyrosin (M= 2404-181 = 421) 
sowie die Kurve des Insulins mit einem angenommenen Mole- 
kulargewicht von 421. Vergleicht man nun die Maxima der 
beiden Kurven, so findet man einen Unterschied im Logarithmus 
in der Hohe der beiden Stellen von 0,55, d.h. es erscheint Cystin 
und Tyrosin im Insulin auf das 3,5 fache verdiinnt. Vorausgesetzt 
wird hierbei, daB an dieser Stelle die anderen Komponenten des 
Insulins keine starke Absorption besitzen. Man mdchte also be- 
haupten, daB der Gehalt von Cystin und Tyrosin nicht gréBer 
als 25—30°/, sein kann. Dies wiirde recht gut mit dem analy- 
tischen Befund iibereinstimmen. Die amerikanischen Autoren 
finden bei der Hydrolyse 12°/, Tyrosin und S—12°/, Cystin. In 
der Absorption kann man hierfiir eine Bestitigung erblicken. 
Ks scheint, daB die wirksame Gruppe des Insulins keine charakte- 
ristische Absorption im nahen Ultraviolett aufweist. 

Die Réntgenaufnahme?), mit Kupferstrahlung ausgefiihrt, er- 
sab an gut krystallisiertem Insulin lediglich die Interferenzen, 
die an gewdhnlichen amorphen Substanzen beobachtet werden. 
Das Insulin stimmt hierin mit anderen krystallisierten Eiweib- 
kérpern, dem Himoglobin und dem Chromoproteid der Rotalgen 
iiberein. Demnach liegt keine gittermifBige Ordnung und keine 
Krystallisation im strengen Sinne vor. Die Molekiile, die den 
Insulinkrystall zusammensetzen, zeigen lediglich eine gewisse 
Ubereinstimmung hinsichtlich ihrer Form und ihrer Kohisions- 
krafte, so daB sie sich zu makroskopisch geordneten Krystallen 
zusammenfiigen, und im Polarisationsmikroskop Ausléschung zeigen. 
Die Ubereinstimmung der Kohisionskrifte hat ohne Zweifel eine 
weitgehende Ubereinstimmung in chemischer Hinsicht zur Vor- 
aussetzung, sie kann auch aus der Tatsache gefolgert werden, 
daB krystallisierte Insulinpraparate verschiedener Herkunft die 
gleiche Wirksamkeit zu zeigen scheinen. Die den Krystall auf- 





') D. den Hoed, S. E. de Jongh, A. E. I. Peek Bioch. Zs. Bd. 205, 
S. 144 (1929). 

*) Vgl. Wm. H. George, Proceed. Leeds philos. literar. Soc. Bd. 1, 
S. 412 (1929) Chem. Zbl. Bd. 29, II 2573. 
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bauenden Molekiile werden also einander sehr iihnlich sein, brauchen 
aber keineswegs vollkommen iibereinzustimmen, und es ist durchaus 
méglich, daB krystallisierte Praparate kleine Unterschiede in der 
Wirksamkeit zeigen. 

II. Versuche. 


Die Messungen wurden durchweg nach den Angaben der 
dritten Mitteilung') ausgefiihrt. Jede Angabe iiber die Stirke 
eines Priiparates ist belegt durch Kinspritzungen in verschiedenen 
Dosen unter Verwendung von insgesamt mindestens 24 Tieren. 
Wenn anders verfahren wurde, finden sich die Angaben im Text. 
Alle Angaben iiber die Wirksamkeit sind in Standardeinheiten 


ausgedriickt. 
Die verwendeten Insulinpraparate. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Krystallisation diente geldstes 
Insulin (Squibb 12080), das zunichst mit Pyridin gefallt wurde 
und nun 20 Standardeinheiten im Milligramm enthielt. 

Nach dem im allgemeinen Teil unter dieser Uberschrift Mit- 
geteilten ist nur tiber die Darstellung des Salzsiureinsulins eine 
nihere Angabe notig. Wir beschrinken uns auf die Wiedergabe 
des Versuchs mit dem Priparat Hochst II. 

0,1 g Trockenpriiparat wurde in 20 ccm n/10-Salzsiiure ge- 
list, mit 0,2 g Natriumchlorid versetzt, und 1 Stunde im sieden- 
den Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Die Abscheidung be- 
ginnt bereits nach wenigen Minuten. Nach dem Erkalten wird 
abzentrifugiert und mit Alkohol und Ather gewaschen. Das 
Filtrat wurde im Vakuum eingedampft, und der Riickstand mit 
Methylalkohol oder Eisessig ausgezogen, wobei der gréBte ‘Teil 
des Natriumchlorids zuriickbleibt. Das Geliste wird mit Ather 
gefillt und nach Bestimmung des Aschegehaltes fiir die unten 
angefiihrten analytischen Versuche verwendet. 

Bei Behandlung mit n/1000-Salzsiure unter sonst gleichen Bedingungen 
tritt fast keine Schidigung, aber auch keine vollstiindige Ausfiallung eines 
Salzsiureinsulins ein. 

Das Priiparat, im folgenden ,,Filtrat vom Salzsiureinsulin“ 
genannt, besa8 nur noch wenige Prozent der Wirksamkeit des 
Ausgangsmaterials und enthielt nach Abzug der Asche 1 Standard- 
einheit in etwa 10 mg. Die unten angefiihrten analytischen An- 
gaben beziehen sich auf aschefreies Material. 


') Diese Zs. Bd. 180, S. 212 (1929). 








aye 


SSE, etree ert ng ecree nee mame 











1en 
en. 


ten 


tes 
rde 


Lit- 
ine 


abe 


ge- 
len- 
be- 
vird 
Das 
mit 
l'eil 
cher 
ten 


gen 
ines 


lin“ 
des 
ard- 
An- 





as 


SOT ee ae RE AT, FE a SAR NE - aI tae 


Beitriige zur Chemie des Insulins. 109 


Das Salzsiureinsulin ist in Siure unlislich, dagegen leicht 
léslich in sehr verdiinntem Alkali; zur Injektion wurde es darin 
gelést und sofort iibersiiuert; nunmehr fillt es nicht aus. 

Uber die Zulissigkeit der Behandlung mit Salzsiiure wurden 
an verschiedenen Priparaten Versuche angestellt. Zu dem Zweck 
wurde nach dem Erhitzen die Fliissigkeit samt Niederschlag bei 0° 
schwach alkalisch gemacht, und wieder angesiiuert. Die klare 


Tabelle 2. 





Dauer des Erhitzens in Minuten . . | 15 | 60 300 
i 
Stiirke nach der Behandlung, — | 
auf Ausgangsmaterial .. . - | O71 | 0,75 | 0,18 
| 
8 2 ee 72 | 60 24 


Tabelle 3. 




















Ein | Gesamt- | Gesamt- | Labiler') | Thio- 
Insulinpriparate heiten | stickstoff | schwefel | Schwefel | methy] 
im ms "lo “lo "lo " 0 
eens TE tw ll 8 14,28 1,95 0,56 0,75 
Hochst I 
Acetylderivat . . . . . -— —~ 1,57 0,40 — 
Hochst I 
Salzsiiureinsulin . . . . 20 11,84 2.94 1,08 0,00 
Hochst II Filtrat. . . . — 11,63 - . — 
Hichst I . . . . . . | 8,5 14,28 1,73 0,51 fos 
Hochst I 
Acetylderivat . . . . . _ 11,59 1,49 0,41 - 
Hochst I 
Regenerat davon. . . . 1 10,26 1,34 0,46 
Hochst I 
Salzsiiureinsulin . . . . 13,3 11,04 2,38 1,14 — 
Hochst I 
Filtrat vom Salzsiiureinsulin 0,1 7,91 1,41 0,28 0,60 
Englisches Insulin . . . 14 — 2,63 1,18 0,90 
Salzsiiureinsulin vom engl. 
an ae 19,6 — 2,80 1,21 0,00 
iinet Insulin. . 25 13,95”) 3,00 — 0,00 


) Die Werte dieser Tabelle sind potentiometrisch bestimmt; sie sind 
inca aus Versuchen mit n/10-Alkali bei 100° und 3 Stunden 
Wirkungsdauer. 

*) Davon 1,0°/, Aminostickstoff nach van Slyke. 
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Lésung wurde injiziert; der Zusatz von Kochsalz unterblieb bei 
diesem Versuch. | 

Die Tab. 2 zeigt, daB nach einer anfinglichen EinbuBe die 
Wirksamkeit innerhalb 1 Stunde unverindert bleibt. Bei spiteren 
Versuchen in Gegenwart von Natriumchlorid, wie sie in der 
Tab. 1 angefiihrt sind, wurden keine so groBen Verluste an 
Wirksamkeit mehr wahrgenommen. 

Wir stellen die gesamten Analysenergebnisse zusammen und 
werden auf die EKinzelheiten der Schwefelbestimmung weiter unten 


zuriickkommen. 


Insulin und Formaldehyd. 


Die Tabelle zeigt, daB unreine Priparate langsamer durch 
Formaldehyd unwirksam gemacht werden. 

Der Formaldehyd wurde folgendermaBen zur Anwendung 
gebracht. 

0,1 g Insulin wird in 1 ccm Wasser gelést und mit n/30- 
Natronlauge auf p, = 7 gebracht. 1 ccm kaufliche Formollésung 
wird ebenfalls neutralisiert und zur Insulinlésung gegeben. Das 
Gesamtvolumen betrigt 3 ccm. Die Fliissigkeit bleibt bei Zimmer- 
temperatur stehen. Nach Beendigung der Reaktion werden 10 ccm 
Methylalkohol zugegeben und hierauf unter Umrihren 50 ccm 
trockener Ather zugesetzt. Das Reaktionsprodukt flockt schin 
aus, man schleudert ab, und wiischt mit trockenem Ather nach. 
Es werden 0,095 g eines weiBen trockenen Pulvers erhalten; das 
Produkt, das jetzt geringe Mengen Natriumchlorid enthalt, ist 








Tabelle 4. 
el Durch n/100- 
Insulin- Einheiten | Zahl der | Dauer der Stirke Salzsiure 
, ae nach dem] abspaltbarer 
priiparate pro mg Tiere | Einwirkung Versuch | Formaldehyd 
‘i 
Hochst II 8 36 15 Min. 0,29 — 
- 8 48 16 Stdn. 0,13 — 
" 8 12 2 Tage 0,95 _ 
" ~ 60 t 0,01 “ 
Hochst I 3,5 48 40 Min. 0,39 1,84 
" 3,5 24 2 Tage 0,14 1,94 
Kryst. Insulin 25 24 20 Min. 0,03 ~ 
» 25 12 2 Tage 0,07 “— 
































rer, 
bei 


die 
ren 


der 


an 


und 
ten 


rch 


ung 


[30- 
ung 
Das 
ner- 
ecm 
ecm 
Shon 
ach. 

das 


Beitrige zur Chemie des Insulins. 111 


unléslich in Wasser und verdiinnter Siiure, sowie unlislich in ver- 
diinntem Alkali. Zur Injektion wird mit wenig Wasser verrieben 
und dann auf das erforderliche Volum aufgefiillt. 

Mehrere Tage behandelte Produkte scheinen wieder lislicher 
zu werden. 


Abspaltung des Formaldehyds. 


0,1 g Formaldehydprodukt werden mit 0,1 n-Salzsiiure (100 ccm) 
auf dem siedenden Wasserbad '/, Stunde erhitzt. Es geht alles 
in Lésung. Bei langerem Erhitzen mit Salzsiiure fallen Kiweib- 
hiutchen aus, die nach Beendigung der Salzsiurebehandlung unter 
Kiskiihlung durch Alkali in Lésung gebracht werden, was in 
etwa 2 Minuten erreicht ist, worauf zuriickgesiiuert wird. Die 


} Lésung bleibt klar, und ist zur Injektion geeignet. 
































| Tabelle 5. 
Vor der Behandlung 
mit Formaldehyd Dauer der {Salzsiiure- Zahl | Stiirke 
~ | i —— konzen- | Zeitdauer | der ann der 
Insulin | 2” mi ; ie. egene- 
‘ | heiten Formaldehyd — nueee rierung 
priparat pro mg 
| Hochst II 8 7 Tage 0,1 n. 15 Min. 54 0,28 
. 8 e 0,1 n. 2,5Std. | 60 0,23 
. 8 = 0,001n.] 60 Min. | 24 0,36 
Hochst I 3,5 40 Min. 0,001n.{ 60 ,, 24 0,31 
i 9 3,5 2 Tage 0,001 n.] 60 ,, 24 0,53 
Kryst. Insulin | 25 20 Min. 0,02 n. 2 » 24 0,27 
| ” 25 2Tage | 0,02n. | 60 ,, 24 0,27 
} , ° 
Die Bestimmung des Formaldehyds.!) 
| Die an einem Priparat unter wechselnden Bedingungen ge- 


' 





lundenen Formaldehydmengen sind in der letzten Spalte der 
| Tab. 4 angefiihrt. 


: Kiniges iiber das Verhalten von Aminoverbindungen 


zu Kormaldehyd. 


Bei der Wechselwirkung zwischen den im allgemeinen Teil 
, angefiihrten Aminosiuren und Formaldehyd wurden nach dem 


ns 





') G. Romijn, Zs. f. anal. Chem. Bd. 36, S. 18 (1897). 
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Vorgang von M. Bergmann!) beim Glykokoll, Cystin, Glycyl- 
glycin, Acetylglycylglycin und Tyrosin die Bariumsalze verwendet. 
In den anderen Fallen reagierte Formaldehyd unmittelbar mit 
der in Wasser gelésten oder suspendierten Verbindung. Wenn 
das Reaktionsprodukt nicht von selbst ausfiel, wurde es durch, 
Alkohol zur Abscheidung gebracht. 


EKiniges iiber acetylierte Amino- und Oxy-Verbindungen, 
1. Glykokoll. 


Die Acetylierungsversuche zeigten, daB der Enintritt einer 
Acetylgruppe bei Verwendung von Acetanhydrid—Pyridin (1:2) 
schon bei Zimmertemperatur moglich ist. 2 g Glykokoll wurden 


mit der 10fachen Menge des Gemisches 24 Stunden geschiittelt; 


der gréBere Teil blieb ungelést und wurde abfiltriert; im Filtrat 
fand sich 0,1 g Acetylglycin. Die schlechte Ausbeute ist auf die 
Schwerloéslichkeit der Aminosiure zuriickzufihren. 

Zur Ermittlung der Alkali- und Séurebestaindigkeit wurde 
1 g Acetylglycin?) mit 300 ccm 0,1 n-Natronlauge 15 Stunden 
bei 18° aufbewahrt. Beim Ansiiuern mit der entsprechenden 
Menge Salzsiure und Konzentrierung im Vakuum wurde 1 g un- 
verinderter Acetursiure zuriickgewonnen. Auch nach 30 Stunden 
Einwirkung wurde ein ihnliches Resultat erhalten. 

Bei der Acetylbestimmung nach Freudenberg erwies sich 
die Acetylgruppe als auferordentlich festhaftend. 


2. Glycinanhydrid. 
Durch Schiitteln mit dem Acetylierungsgemisch bei ge- 


wohnlicher Temperatur lést sich die Verbindung langsam auf 


unter Bildung des bereits bekannten Diacetates.*) Die Behandlung 
mit verdiinntem Alkali verlauft ebenso, wie sie Sasaki‘) am Di- 


benzoat beobachtet hat. 
Ohne Entacetylierung bilden sich 2 Mol Acetylglycin. Bei 
der Acetylbestimmung mit p-Toluolsulfosiure wurde der grobte 


Teil der Essigsiiure unter den Bedingungen abgespalten, die fir 


') M. Bergmann, Diese Zs. Bd. 145, 8. 200 (1925). Vgl. auch E. Cher 
bulicz u. E. Feer, Helv. chim. act. Bd. 5, S.678 (1922); Fr. Pohl, Jl. f 
prakt. Chem. Bd. 77, S. 537 (1908); M. E. Voisnet, Bullet. Soc. chim. Bd. 33, 
S. 1198 (1905); M. v. Vintschgau, Jahresber. d. Chem. 1869, 8S. 985. 

*) R. Radenhausen, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 52, 8. 437 (1895). 

8) A. P.N. Franchimont u. H. Friedmann, Ree. tray. chim. Pays 
Bas, Bd. 27, S. 192 (1908). 
*) T. Sasaki, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2688 (1921). 
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Beitrige zur Chemie des Insulins. 113 


Q-Acetyl maBgebend sind. Diese Beobachtungen stiitzen die 
schon von anderer Seite ausgesprochene Vermutung, daf das 
Glycinanhydrid bei der Acylierung als Dienol reagiert. Das Di- 
benzoat verhilt sich ganz entsprechend. 


3. Glyeylglycin. 

Die direkte Umsetzung unter den uns interessierenden Be- 
dingungen versagt wegen der Unldslichkeit des Dipeptids. Seine 
Acetylverbindung wurde auf anderem Wege hergestellt.') Die 
Acetylverbindung verhilt sich wie Acetylglycin. 


4, Tyrosin. 


Bei gewohnlicher Temperatur lést das Acetylierungsgemisch 
erst nach 72 Stunden den gréBten Teil des angewendeten T'yrosins. 
Zur priparativen Darstellung wurde folgendermagen gearbeitet: 
1,8 g l-Tyrosin wurden mit der 15fachen Menge Pyridin—Acet- 
anhydrid (2:1) rasch bis zum beginnenden Sieden erhitzt. Die 
Reaktion geht ohne weiteres Erhitzen in kurzer Zeit von selbst 
zu Ende. Die Mischung wurde sofort auf 30—40° abgekihlt 
und im Vakuum eingeengt. Der gelbe sirupése Riickstand wurde 
in 15 cem Aceton gelést, mit 50 ccm Wasser versetzt und in der 
Warme mit Tierkohle entfairbt. Die eingeengte Lésung schied in 
Kis strahlige Krystalle aus (60—70°/, d. Th.). Durch Extraktion 
mit kaltem Benzol wurde ein unldéslicher und ein léslicher Anteil 
gewonnen. Der letztere krystallisiert aus konzentrierter Benzol- 
lésung nadelf6rmig und schmilzt bei 119—120°. Da er in Soda 
unléslich ist, haben wir uns nicht niher damit befaBt. Der 
griBere in Benzol unldésliche Anteil schmilzt nach dem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser bei 172°. Es handelt sich um 
das Diacetyltyrosin.?) 

0,2442 g verbrauchten nach der ersten Destillation mit 
alkoholischer p-Toluolsulfosiiure (O-Acetylbestimmung) 5,90 ccm 
0,2n-Alkali. Bei der weiteren Behandlung nach dem Muster 
einer N-Acetylbestimmung wurden bei 3 Destillationen noch ins- 
gesamt 3,30 ccm 0,2 n-Alkali verbraucht. Eine vierte Destillation 
ergab keine weitere Zunahme. 

Ber. O-Acetyl 19,3 °/, Gesamtacetyl 32,5 °/, 
Gef. » 20,8 : 32,4. 


') E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 2872 (1901); Bd. 35, S. 1101 


*) M. Bergmann u. L. Zervas, Biochem. Zs. Bd. 203, S. 280 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXVII. 8 
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50 mg Diacetyltyrosin blieben mit 5 ccm 0,2 n-Natronlauge 
15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Nach dieser Zeit waren 
1,95 com Lauge neutralisiert. Fir das Carboxyl des Diacety]- 
tyrosins und 1 Mol abgespaltener Essigsiure werden 2,07 ccm 
berechnet. Unter den geschilderten Bedingungen ist also das 
O-Acetyl abgespalten, das N-Acetyl aber nicht veraindert worden. 


5. Guanidin. 

Untersucht wurde das Monoacetat’), das als essigsaures Salz 
in Wasser gelést und mit Pikrinsiure gefaillt wurde. Das Mon- 
acetylguanidinpikrat schmilzt bei 237°. Schwerldsliche Nadeln. 
Unter der Einwirkung von kaltem verdiinnten Alkali lést es sich 
und scheidet nach einiger Zeit krystallisiertes Guanidinpikrat ab.’ 
Mit 0,03 n-Lauge dauert der Vorgang etwa 3 Tage, mit 0,2 n-Lauge 
verliuft er wesentlich rascher, Das schwer lésliche Guanidinpikrat 
hatte den richtigen Schmelzpunkt (Mischprobe) und enthielt keine 
Spur von Acetyl. Die Abspaltung der Acetylgruppe durch alko- 
holische p-Toluolsulfosiure verliuft auBerordentlich langsam und 
war nach dem Muster der N-Acetylbestimmung erst nach 4 maliger 
Destillation beendet. 

6. N-p-Oxyphenylglycin. 

Das noch nicht beschriebene Monoacetat entsteht, wenn 5 g 
der Substanz mit 50 g Pyridin—Essigséureanhydrid (1 : 1) 48 Stunden 
bei gew6hnlicher Temperatur geschiittelt werden. Die klare gelbe 
Lésung wurde unter 12 mm Druck eingeengt und erstarrte zu 
einem Krystallbrei. Das Acetat wird zweimal aus Alkohol mit 
Tierkohle umkrystallisiert; auch Wasser ist verwendbar. Weibe 
Nadeln. Schmelzp. 175% Die Substanz ist die Monoacetylver- 
bindung (O-Acetyl). Zur Analyse wurde bei 110° im Vakuum 


getrocknet. 
Ber. N 6,69 °/, Gef. N 6,33 %,. 


Die Acetylgruppe wird durch alkoholische p-Toluolsulfosiure ver- 
hiltnism&Big leicht abgespalten. 
Ber. COCH, 20,58 Gef. COCH, 20,45. 


7. a-Methylindol. 


Mit Acetanhydrid—Pyridin entsteht bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur kein Acetylderivat. Es wurde daher nach 0, R. Jack- 


1) G. Korndérffer, Arch. d. Pharm. Bd. 241, S.467 (1903); W. Traube, ¢ 
\ 


Chem. Ber. Bd. 43, S. 3588 (1910). 
*) F. Emich, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 12, 8, 23 (1891). 
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son’) hergestellt. Die Verbindung, die ein S-C-Acetylderivat sein 
soll, ist gegen Alkali auBerordentlich bestiindig. Mit p-Toluolsulfo- 
siiure und Alkohol wird das Acetyl jedoch bei wiederholter Destil- 
lation abgespalten. Wenn die Anffassung') von der Konstitution 
der Verbindung richtig ist, wiirde es sich hierbei um die Siure- 
spaltung eines Ketons handeln. 


8. Dihydro-c-methylindol. 


Die Acetylverbindung wurde nach O. R. Jackson?) her- 
cestellt. Sie ist gleichfalls gegen Alkali sehr bestindig. Die 
N-Acetylbestimmung ergab in 2 Destillationen 24,43; 24,57°/, Acetyl 
berechnet. 

9. Apfelsiiure. 

Die Abspaltung der Essigsiiure aus Acetylipfelsiure*) wurde 
polarimetrisch verfolgt. Acetylaipfelsiure wurde mit 3 Mol 
0,5 n-Natronlauge tibergossen. 2 Minuten spiiter drehte die Lésung 
im 2 dm-Rohr 0,23° nach links. Nach 150 Minuten war der End- 
wert 0,45° nach links erreicht. Kine Mischung von Apfelsiiure 
und Kssigsiure (je 1 Mol) und 8 Mol 0,5n-Natronlauge drehte 
ebenso. Demnach wird die Acetylgruppe auBerordentlich leicht 
abgespalten. 

10. Milchsiure. 


Die Acetylverbindung wurde aus reinster Milchsiiure nach 
R. Anschiitz und W. Bertram®*) hergestellt und krystallisierte 
soiort beim Abkiihlen. Die Zersetzung von 0,66 g in 100 ccm 
0,ln-Natronlauge wurde titrimetrisch verfolgt und war nach 
10 Stunden beendet. Da die gegebene Alkalimenge 2 Mol ent- 
spricht, verlauft die Reaktion infolge des Alkaliverbrauchs wie 
bei der Acetylipfelsiure zum Schlu8 sehr langsam. 


11. p-Oxybenzoesiiure. 


Sie wird durch das Acetylierungsgemisch in der Kilte leicht 
acetyliert. Die Acetylverbindung*) wurde mit iiberschiissiger 
0,2n-Lauge innerhalb von 15 Minuten bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur vollstindig gespalten. 


') O. R. Jackson, Chem. Ber. Bd. 14, S. 879 und 883 (1881). 
*) Ph. A. Guye, C. R. Bd. 116, S. 1135 (1893); A. Colson, C. R. 
Bd. 116, S. 818 (1893), 
*) R. Anschiitz u. W. Bertram, Chem. Ber. Bd. 37, S. 3972 (1904). 
‘) A. Kaufmann, Chem. Ber. Bd. 42, S. 3482 (1909). 
Q * 
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12. Ovalbumin. 


Da kiufliche Ovalbuminpriparate bei der Acetylbestimmung 
regelmibig Werte ergaben, die 2—3°/, Acetyl entsprachen’), 
wurde ausgeiithertes und in heiSem Wasser koaguliertes Ovalbumin 
in 0,2 n-Alkali gelést und durch p-Toluolsulfosiure gefillt. Man 
erhiilt so ein leicht filtrierbares lockeres Produkt; es wurde mit 
viel Wasser gewaschen, abgepreBt und mit Pyridin zerrieben. 
Das stark gequollene Material wurde wieder abgepreBt und er- 
neut mit Pyridin verrieben. 

Iieser Vorgang wurde noch viermal wiederholt zwecks vil- 
liger Kntfernung des Wassers. SchlieBlich wurde die dem Pyridin 
gleiche Menge Acetanhydrid zugegeben. Nach 48 stiindigem 
Schiitteln wurde filtriert, 24 Stunden mit Ather extrahiert, mit 
Wasser gewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet. Das 
von Pyridin befreite Ausgangsmaterial (vor der Acetylierung’ 
zeigte bei der Acetylbestimmung einen Alkaliverbrauch, der 0,34°), 
Acetyl entspricht. 

Die O-Acetylbestimmung am acetylierten Albumin ergab 
6,74°/, Acetyl. Daran anschlieBende 2 malige N-Acetylbestimmung 
ergab noch 0,81°/, baw. 0,17°/,; zusammen abziiglich Blindwert 
7,38°9/, Acetyl. In einem anderen Fall wurden 6,28°/, O-Acetyl 
und 1,03°/, N-Acetyl, zusammen abziiglich Blindwert 7,51°), 
Acetyl gefunden. Obwohl die Unterscheidung von O- und N-Acety! 
sehr unscharf ist, lABt sich doch aussagen, daB der weitaus gréBte 
Teil der Acetylgruppen bedeutend leichter abgespalten wird, als 
dies bei Acetylaminoverbindungen iiblich ist. Die Acetylgruppen 
haften zum gréBeren Teil entweder an Hydroxyl- oder Imino- 
gruppen. 

Verdiinntes Alkali spaltet gleichfalls den gréBten Teil der 
Acetylreste ab. 1 g Acetylalbumin wurde in 40 ccm 0,2 n-Natron- 
lauge gelést, und 24 Stunden im Kisschrank aufbewahrt. Bel 
Zusatz der iiquivalenten Mengen p-Toluolsulfosiiure tritt eine 
flockige Koagulation ein. Die Substanz wird filtriert, griindlich 
ausgewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet. 


O-Acetylbestimmung . . . . . . 0,79°/, Acetyl 
N- a vnees a. « 
Gesamt-Acetyl . . ..... . 1,09°%;). 


Demnach sind durch die Alkalibehandlung zwischen 80 bis 
90°), der Acetylgruppen abgespalten worden, was wiederut 


') Wir haben nicht untersucht, welche Saure hier vorlag. 
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auf die Gegenwart von nur sehr wenig Amino-acetyl schlieBen 
laBt. 
Inaktivierung durch Alkali. 
20 mg krystallisiertes Insulin in 6 ccm 0,03n-Lauge gelist 
Zu Beginn des Versuches betrug @,., im 1 dm-Rohr — 0,32° 


oder [@],,, =— 64°+8°% Nach Einstellen in den Thermostaten 
bei 834° nimmt die Drehung erst zu, dann ab. 
[a|,7, betriigt nach 45 Minuten — 80° 
» 9 4 — 84° 
» 180 - — 61° 
o wes — 61° 
“ 24 Stunden — 59°. 


Das Priparat besaB nach 90 Minuten noch 36 °/, seiner Wirk- 
samkeit (30 Tiere) und war nach 3 Stunden inaktiv. Der Versuch 
verlief an amorphem Insulin, sowie an Salzsiiureinsulin ent- 
sprechend. 


Gesamtschwefel und labiler Schwefel. 

Die Angaben iiber Gesamtschwefel und labilen Schwefel 
finden sich in der Tab. 3. 

Der labile Schwefel wurde nach 3 stiindiger Kinwirkung von 
0,1n-Lauge bei 100° festgestellt, und zwar nach dem unten an- 
gegebenen potentiometrischen Verfahren. Wir haben dieses mit 
dem von Abel angewendeten jodometrischen Verfahren verglichen 
und fanden volle Ubereinstimmung. 


Wir fanden z. B. fiir den potentiometrisch gemessenen labilen Schwefel 
des englischen Insulins 1,18°/,; nach dem jodometrischen Verfahren 1,13°/,. 


Die Tabelle 6 erlautert die Angaben von S, 100. 
Tabelle 6. 








Gefundener Schwefel 

— Zahl d Tem- S 0 /noch vor 
0,03 n- * - I a peratur — "le des Ce on | Siete 
Alkali iere nsulin | (0) den | rneulings | 788" | Wirk- 

. | Schwefel | camkeit 

20 24 15 0 48 0,045 | 1,5 0,90 

| 

20 30 15 84 1,5 | 0,040 | 1,3 0,36 

20 24 15 34 3 = icin 0,00 

20 - 15 34 48 0,100 | 3,4 0,00 


Zur Bestimmung des 
metrische Verfahren von 

















labilen Schwefels diente das potentio- 


W. D. Treadwell und W. Eppen- 
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berger’), das sich fiir den Zweck sehr brauchbar erwies. Wir 
beschriinken uns auf die Wiedergabe von Versuchsdaten, die am 
krystallisierten Insulin gewonnen wurden. 


Die verschiedenen amorphen Priiparate, sowie Acetylinsulin 
verhielten sich entsprechend. 


, Methionin.“ 
Die analytischen Unterlagen, die zur Erganzung des im all- 
gemeinen Teil unter dieser Uberschrift Ausgefiihrten erforderlich 
sind, befinden sich in der Tab. 3. 


Ammoniakabspaltung. 


Zur Bestimmung kleinster Mengen Ammoniaks diente das 
colorimetrische Verfahren mit Nesslers Reagens nach Angaben 
von Classen.) 


Kinwirkung von Ammoniak auf Insulin. 
Siehe allgemeiner Teil und Fig. 3. 


Reduktion des Insulins. 


Wir beschrinken uns auf die Wiedergabe einer Versuchis- 
reihe mit krystallisiertem Insulin. 

20 mg krystallisiertes Insulin wurden in 10 ccm 0,1 n-Salzsiure 
gelist; die Anfangsdrehung im | dm-Rohr betrug @,,, = — 0,34°; 
|@|.., =— 68% Nun wurden 0,5 g Zinkfeile zugegeben. Die 
zinkhaltige Lésung wurde zu verschiedenen Zeiten im Polarimeter 
gepriift und injiziert. Zur Bestimmung der Wirksamkeit wurden 
durchschnittlich jeweils 12 Tiere herangezogen. Zu Ende betrug 


(a)... — 24°; vgl. Fig. 4. 


Zusammenfassung. 


Hochwertige amorphe, sowie krystalline Insulinpriparate | 


koagulieren in heiBer verdiinnter Salzsiure. Der Niederschlag 
(Salzsiureinsulin) enthilt fast die ganze Wirksamkeit des Aus- 


gangsmaterials und zwar ziemlich konstant ungefahr 20 Standard- : 


einheiten im Milligramm. 


') W. T. Treadwell u. W. Eppenberger, Helv, chim. act. Bd. 1! 
S. 1034 (1928). 

#) A. Classen, Ausgewiihlte Methoden d. analyt. Chemie II, 5. 11°, 
Braunschweig, Vieweg 1903. 
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Krystallisiertes und Salzsiureinsulin enthalten im Gegensatz 
zu anderen Praparaten keine abspaltbaren -CH,-Gruppen. 

Durch Formaldehyd inaktiviertes Insulin wird bei der Ab- 
spaltung des Formaldehyds zum Teil regeneriert. Bindung und 
Abspaltung des Formaldehyds vollziehen sich in derselben Weise, 
wie an Amino- und Imino(Peptid)-Gruppen. Aufnahme und Ab- 
spaltung von Acetyl vollziehen sich wie an Imino- oder Oxy- 
verbindungen, nicht wie an gewodhnlichen Aminogruppen. Die 
Versuche mit Formaldehyd und Acetyl lassen sich widerspruchs- 
frei mit einer Iminogruppe deuten. 

Durch verdiinntes Alkali verliert krystallisiertes Insulin gleich- 
zeitig mit der Wirksamkeit Ammoniak (0,2°/,) oder primiires Amin. 
Schwichere Praparate spalten weniger Ammoniak ab. Ein Zu- 
sammenhang mit der Abspaltung von Schwefel besteht nicht. 
Dagegen erfahrt das optische Drehungsvermégen eine tiefgreifende 
Anderung, die ebenso, wie die Ammoniakabspaltung mit dem 
Verlust der Wirksamkeit zum Stillstand kommt. 

Auch reduzierende Mittel bewirken den Verlust der Wirk- 
samkeit und parallel hierzu eine Drehungsiinderung, die von der 
durch Alkali herbeigefiihrten verschieden ist. 

Aus der Abspaltung von Ammoniak wird ein durchschnitt- 
liches Molekulargewicht von etwa 8000 fir das Insulin her- 
geleitet. In der EiweiBkette macht die wirksame Gruppe nur 
wenige Prozente aus. Die spezifische Drehung dieser prosthe- 
tischen Gruppe fiir sich allein muB sehr hoch sein. 

Die Absorption des Insulins im Ultraviolett laBt sich aus 
dem Tyrosin- und Cystingehalt erkliren. Eine charakteristische 
Absorptionsbande der wirksamen Gruppe im nahen Ultraviolett 
laBt sich nicht feststellen. 

Das krystallisierte Insulin zeigt keine Réntgeninterferenzen. 
Die Molekiile sind einander ‘hnlich, brauchen aber nicht iden- 
tisch zu sein. Die Krystallisation des Insulins bietet keine Ge- 
wahr fiir die véllige GleichmiBigkeit krystallisierter Praparate. 

Wenn die vermutete Iminogruppe dieselbe ist, wie die durch 
Alkali als Ammoniak abspaltbare, so wire die wirksame Gruppe 
des Insulins als eine Substanz von unausgepriigtem Absorptions- 
vermogen gekennzeichnet, die eine siiurefeste, aber alkaliempfind- 
liche Iminogruppe in Nachbarschaft zu mindestens einem asym- 
metrischen Kohlenstoffatom enthilt und an derselben Stelle leicht 
hydrierbar ist. 
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Beitrage zur Kenntnis des Eilecithins. 
Von 


T. Hatakeyama. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1929.) 


Die Lecithine werden bekanntlich auf Grund der Arbeiten 
von R. Willstitter und K. Liidecke’), A. Griin und F. Kade?) 
als Cholinester der Diglyceridphosphorsiuren angesehen. 


Sowohl die zahlreichen Untersuchungen iiber die Spaltstiicke des 
Lecithins als auch die Ergebnisse der partiellen Lecithinhydrolyse haben 
zu wenig Erfolge gebracht, um das quantitative Verhiltnis der Fettsiuren 
in ihren Molekiilen festzustellen. Die bisher aus den Lecithinen (Gehirn, 
Leber, Eidotter) gewonnenen Fettsiiuren sind Palmitinsiiure, Stearinsiiure, 
Oleinsiiure, Linolsiiure und Arachidonsiure, woraus hervorgeht, daB es mehrere 
verschiedene Lecithine entsprechend der iiblichen Formel geben muf. 

Ein Lecithin, in dem man die in ihm enthaltenen beiden Fettsduren 
und ibre Stellung im Molekiil feststellen konnte, ist noch nicht bekannt. 

Uber die Fettsiuren im Eigelblecithin haben wir bisher nur wenig 
Berichte. A. Strecker’), C. Diakonow‘) und Adolf Rollett®*) haben 
zuerst Palmitinsiure und Stearinsiiure im Eigelblecithin gefunden. 

H. Cousin’) hat festgestellt, da8 im Lecithin auBer den gesiittigten 
noch ungesiittigte Fettsiuren wie Linolsiiure enthalten sind. Darauf ist es 
P. A. Levene und J. P. Rolf’) gelungen, Oleinsiure, Linolsiure und Arachi- 
donsiiure aus Eilecithin als Bromide zu isolieren; sie haben gefunden, dab 
gesittigte und ungesittigte Fettsiuren in aiquimolekularem Verhiiltnis zu- 
einander stehen, sie haben dabei aber nichts iiber die Mengenverhiltnisse 
der einzelnen Fettsiiuren untereinander berichtet. Die Erfahrungen von 


) Chem. Ber. Bd. 37, S. 3753 (1904). 

*) Chem, Ber. Bd. 45, S. 3367 (1912). 
8) Ann. Bd. 148, S. 77 (1868). 

4) C. Diakonow, abl. f. d. Med. Wissensch. Jahrg. 6, S. 2 (1868). 
5) Diese Zs. Bd. 61, S. 210 (1909). 

6) Jl. de pharmacie et “ chim. (6) Bd. 18, S. 102 (1908). 

’) Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 505 (1922). 
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Willstitter'), Delezenne® *) und Levene’) zeigen, daB bei der Reaktion 
zwischen Cobragift und Lecithin ein schén krystallisierender Stoff Lyso- 
lecithin entsteht, welcher nur Palmitinsiiure, keine Olsiiure enthiilt. Daraus 
hat man geschlossen, daB in dem Lecithin zwei verschiedene Fettsiiuren 
enthalten sind, das eine ausschlieBlich mit gesittigter Fettsiiure, das andere 
ausschlieBlich mit ungesiittigter Fettsiiure. 

Im Jahre 1916 haben H. Wieland und H. Sorge') gezeigt, 
daB die Desoxycholsiure mit den Fettsiiuren und auch mit einer 
Reihe anderer Substanzen verhiltnismibig festgefiigte Additions- 
verbindungen liefern kann, z. B. Stearincholeinsiure, Oleincholein- 
siure, Naphthalincholeinsiure usw. In Analogie hierzu ist zu 
erwarten, daB die durch Verseifung des Lecithins freigewordenen 
Fettsiuren als Choleinsiure sowohl qualitativ nachgewiesen als 
auch quantitativ bestimmt werden kénnen. 

Diesen Gedanken habe ich aufgegriffen und durch alkoholische 
Kaliverseifung des krystallisierten Lecithincadmiumchlorides mit 
berechneter Menge von Desoxycholsiure schneeweiBe Nadeln von 
Choleinsiuren erhalten. Es kann sich um ein Gemisch einheit- 
licher oder gemischter Choleinséuren handeln. Das Gemisch der 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisierten Choleinsiuren schmilzt 
bei 184—185° C. Die spezitische Drehung betriigt 48 gegeniiber 
57,02 von reiner Desoxycholsiure. Es liegt also hier die gleiche 
Erniedrigung des Drehwertes der Desoxycholsiiure vor wie bei 
zahlreichen anderen Choleinséuren auch. Wird das Choleinsiure- 
gemisch in Xylol unter RiickfluBkiihler eine Stunde gekocht, so 
verbindet sich das Xylol mit der Desoxycholsiure; es krystallisiert 
die schwerldsliche Xylolcholeinsiure aus, wahrend die in Freiheit 
gesetzten Fettsiuren in Lésung bleiben. Die ausgeschiedene Xylol- 
choleinsiure wurde daher abfiltriert und so wieder von den Fett- 
siiuren befreit. 

Die gesittigten und ungesittigten Fettsiuren wurden nach 
der Methode von Levene und Rolf (a. a. O.) durch Umkrystalli- 
sieren aus Aceton voneinander getrennt, oder besser, indem die 
Unlislichkeit der Bariumsalze der gesittigten Fettsiuren in Ather 
benutzt wurde. Die in Lésung gebliebenen Bariumsalze der 





) R. Willstaitter u. P. Kyes, Biochem. Zs. Bd. 4, S. 99 (1907). 

*) C. Delezenne u. S. Ledebt, C. R. hebdom. des séances de l’acad. 
des sciences Bd. 155, S. 1101 (1912). 

*) C. Delezenne u. E. Fourneau, Bull. Soc. chim. France (4) Bd. 15, 
S. 421 (1914), 

*) P. A. Leveneu.H.S. Simms, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, $.285 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 
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ungesittigten Fettsiuren wurden auf Grund ihrer verschiedenen 
Léslichkeit in einer Benzol-Alkohol—Ather-Mischung voneinander 
getrennt. Alle diese voneinander getrennten Fettsiuren wurden 
gewogen, alsdann wieder mit Desoxycholsiure in Choleinsiure 
verwandelt und deren Gewicht wiederum festgestellt. Es wurden 


erhalten: 


1. Margarincholeinsiiure 1,2 g Margarinsiure 0,095 g 
2. Oleincholeinsiure 0,206 g Oleinséiure 0,017 g 
3. Arachidoncholeinséiure 4,78 g Arachidonsaure 0,519 


Ich habe nimlich aus Eilecithin Stearinséiure, Palmitinsiure, 
Oleinsiiure und Arachidonsiure erhalten. In der Fraktion Olein- 
choleinsiiure diirfte wohl noch eine ungesattigte Fettsiure, wahr- 
scheinlich Linolsiure, vorkommen. Aber mit Sicherheit konnte 
ich sie aus Materialmangel nicht feststellen. Der hohe Gehalt 
an Arachidonsdiure unter den isolierten Fettsiuren aus Eilecithin 
ist zu beachten. 

Aus diesen Ergebnissen kann man wohl den SchluB ziehen, 
daB unter den Kilecithinen wenigstens eines vorkommt, das nur 
Arachidonsiure enthilt, also pro Mol 2 Mole. 

Die Arachidoncholeinsdéure 8 (C,,H,,O0,)-C,,H,.0, krystalli- 
siert in Nadeln, ihr Schmelzpunkt liegt bei 183°C. Aus Arachidon- 
choleinsiiure habe ich durch Hydrierung eine Arachincholeinsiure 8. 
(C,H, 9,4) + Cy9H,.9, gewonnen, die ebenfalls in Nadeln krystallisiert, 
deren Schmelzpunkt bei 189° C liegt. Nach diesen Daten ist die 
Choleinsiure aus ungesittigten Fettsiuren direkt durch Wasser- 
stoff hydrierbar. Daraus geht hervor, daB das Additionsvermégen 
der Desoxycholsiiure mit ungesittigten Fettsiuren nicht auf der 
ungesiittigten Kohlenstofikette, sondern auf der Methylgruppe des 
Fettsiiuremolekiils beruht, wie auch Wieland?) schon gezeigt hat. 


Experimenteller Teil. 
1. Gemischte Choleinsaure. 


1 g gereinigtes Lecithincadmiumchlorid, das nach Willstatter 
und Liidecke aus einer Mischung von Essigester und 80°/,igem 
Alkohol vielmals umkrystallisiert wurde, und 10 g Desoxycholsiure 
wurden 2 Stunden lang mit 50 ccm einer gesittigten alkoholischen 
Kalilauge unter RiickfluBkihler erwirmt. Nach dem Verdampfen 
des Alkohols wurde der Riickstand in Wasser gelést, mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt und filtriert. 


') Diese Zs, Bd. 97, S. 7 (1916). 
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Der Niederschlag wurde in Alkohol gelést und mit Tierkohle 
entfarbt. Das Filtrat wurde mit heiem Wasser versetzt, bis eine 
bleibende Triibung entstand, und dann in den Eisschrank gebracht. 
Hier scheiden sich die Krystalle in farblosen Nadeln aus. Diese 
Krystalle wurden abgesaugt und aus verdiinntem Alkohol vielmals 
umkrystallisiert. Ausbeute 6,1 g. Sie sind in Alkohol, Azeton, 
Kisessig und Kssigester leicht léslich, aber nicht in Wasser, Ather, 
Chloroform, Petrolither. 

Die Lésung entfairbt Kaliumpermanganatlésung und addiert 
Brom. Schmelzp. 184—185° C. 


Titration: 0,113 g Substanz brauchten 2,85 cem n/10-NaOH. 


0,112 g “ - 2,8 ccm - 
Analyse: 1. 0,103 g Substanz gaben 0,2786 g CO, und 0,0964 g H,0. 
2. 0,0988 g __,, » 0,268¢ ,, ,, 0,0926¢ ,, 
1, C 74,20, H 10,24°/, 
2. ,, 18,97 » 10,41 


Spez. Drehung: 1,0°/, alkoholische Lésung. 


a9 0,48 X 100 
fein’ o ——_—____- = 48 
lp 1,0 x 1,0 


2. Freie Fettsauren aus der Choleinsaure mit Xylol. 


Gemischte Choleinsiiure wurde mit dem 10fachen Quantum 
Xylol unter RiickfluBkiihler eine Stunde lang gekocht, von den 
ausgeschiedenen Krystallnadeln (Schmelzp. 183° C) abfiltriert, die 
Krystalle mit Benzol gewaschen und vom Lésungsmittel befreit. 
Der Riickstand wurde mit Ather und Petroliither wiederholt gut 
extrahiert. Das von Xylolcholeinsiure befreite benzolhaltige Xylol, 
der Waschather und der Waschpetrolither wurden vereinigt und 
im Vakuum bei méglichst niedriger Temperatur verjagt. Dabei schied 
sich die Fettsiure als hellgelbe, dlige Masse ab. Ausbeute 0,7 g. 


3. Margarincholeinsaure. 


Die élige Masse wurde in 10 ccm Aceton geldst, iiber Nacht 
im Kisschrank stehen gelassen. Von den krystallinisch ausge- 
schiedenen gesittigten Fettsiiuren wurde dann abgesaugt. Das 
Filtrat besteht hauptsichlich aus ungesittigten Fettsiuren. Es 
wurde auf dem Wasserbade abgedampft und der Riickstand in 
10 ccm Ammoniak gelést, mit 10 ccm einer 10°/, igen Barium- 
chloridlésung vermischt und auf dem Wasserbade eine Stunde 
lang erwirmt, um die Reste der gesiittigten Fettsiuren als Barium- 
salze yon den ungesattigten zu befreien. Nach dem Erkalten 
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wurden die abgeschiedenen Bariumsalze abgesaugt, der Nieder- 
schlag wurde mit Ather extrahiert, wobei die Bariumsalze der 
gesiittigten Fettsiiuren in Ather ganz unléslich, die der unge- 
sittigten Fettsiuren dagegen leicht léslich sind. Die auf diese 
Weise voneinander getrennten gesittigten Fettsiuren wurden 
(0,095 g) in heiBem Alkohol gelést und mit einer 8—9 fachen 
Menge Desoxycholsaure versetzt. 

Beim Stehen scheidet sich die Choleinsiiure in Nadeln oder 
Prismen mit abgeschrigter Basis aus. Ausbeute 1,2 g. 

Die mehrmals aus Alkohol umkrystallisierte, im Vakuum bei 
110° C getrocknete Substanz beginnt bei 182° C zu erweichen 
und schmilzt bei 186—187° C. 

Sie list sich leicht in Alkohol, Kisessig, Aceton, aber schwer 
in Ather. Sie addiert weder Brom, noch entfirbt sie Permanganat- 


lésung. 
Titration: 0,102 g Substanz brauchten 2,67 cem n/10 NaOH. 
Aquivalent. 8. (C,,H,.9,) - C,,H,,0, Ber. 378,4 
8, (C,,H,,0,) - C,,H;,0, »  380,4 
8. (C.4H,,04) - Ci.gHs202 ” 377,3 


Gef. 382,0 
Analyse: 1. 0,101 g Substanz gaben 0,2725 g CO, und 0,095 g H,0. 
2.0,10115g sO, »  0,2727g ,, und 0,0956 g ,, 
Margarinsaure. Ber. 73,63 °/, C 10,39°/, H 
Gef. 1. 73,58 10,49 
» 2. 73,50 10,46 


4. Oleincholeinsaure. 


Die in Ather extrahierten Bariumsalze der ungesiittigten 
Fettsiuren wurden in einem Gemisch von 95°/, igem Alkohol 
und Benzol (5:95) warm gelést, abgekiihlt und eine Zeitlang 
stehen gelassen. Dabei schied sich 6lsaures Barium ab, wihrend 
die anderen Bariumsalze in Lésung blieben. Nach mehrfachem 
Umkrystallisieren aus denselben Lésungsmitteln habe ich die Salze 
mit Salzsiiure und Ather behandelt. Aus der itherischen Lisung 
erhielt ich dann durch Verdunsten des Athers die freie Fettsiure. 
Diese Siure (0,017 g) wurde in Alkohol gelést und unter Zusatz 
einer 8—9 fachen Menge Desoxycholsiiure als Choleinsiure isoliert. 

Die aus verdiinntem Alkohol umkrystallisierte Siure hat einen 
Schmelzpunkt von 185—186° C (Sinterung bei 175°C.), sie addiert 
nicht nur Brom, sondern entfirbt auch Permaganatlésung; Aus- 
beute 0,206 g. Sie lést sich leicht in Alkohol, Eisessig, Aceton, 


aber schwer in Ather. 
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Titration: 0,101 g Substanz brauchten 2,64 cem n/10 NaOH. 
Aquivalent fiir 8. (C,,H,,0,)-C,,H,,O, Ber. 381 
Gef. 382 
Analyse: 0,1095 g Substanz gaben 0,289 g CO, und 0,1024 g H,O 
Ber. 73,73°/, C 10,36°/, H 
Gef. 78,77 10,39 


5. Arachidoncholeinsaure. 


Die durch Alkohol-Benzolmischung extrahierte Bariumsalz- 
lisung wurde mit verdiinnter Salzsiure zerlegt. Die freie Siure 
schied sich dabei in gelblichen Flocken ab, diese Abscheidung 
wurde abgesaugt und mit denselben Liésungsmitteln griindlich 
ausgewaschen. Der Riickstand (0,519 g) wurde in Alkohol gelést 
und unter Zusatz einer 8—9fachen Menge Desoxycholsiiure als 
Choleinséiure der Krystallisation unterworfen, genau wie bei den 
anderen; Ausbeute 4,78 g. Sie krystallisiert in weiBen Nadeln 
und schmilzt bei 182—183° C. (Sinterung bei 175°C.) In Alkohol, 
Azeton und Hisessig ist sie leicht, in Ather und Chloroform 
schwer léslich. 


Titration: 1. 0,101 g Substanz brauchten 2,65 eem n/10-NaOH. 
2. 0,102 g os * 2,66 ccm - 
Aquivalent fiir 8. (C,,H,,0,)-C,,H,,0, Ber. 382 
Gef. 1. 381 
» 2. 883 


Analyse: 1. 0,116 g Substanz gaben 0,314 g CO, und 0,105 g H,O 


2. 0,12 g ‘ » 0,826¢ , 4 0,1105¢ ,, 
Ber. 73,95° C 10,23°/, H 
Gef. 1. 73,82°/, C 10,06 
1» «2: 74,09 10,23 


Fettsiiurebestimmung nach Wieland. 
0,34 g Substanz brauchten 0,90 ecm n/10 NaOH. 


Die der Natronlauge entsprechende Arachidonsiiure berechnet sich aut 
0,0274 g. Also in Prozent. Ber. 8,80°/, 
Gef. 8,06 
Spezifische Drehung: 1°/, alkoholische Lésung. 


0115 0,48 x 100 
al,” = - = +48 
lalp 1,0 x 1,0 


6. Hydrierung der Arachidoncholeinsaure. 


0,1 g Arachidoncholeinsiiure wurde in 25 ccm eines 95°/, igen 
Alkohols gelést und mit 10 mg Platinoxyd bei 30—40° unter 
Wasserstoff geschiittelt. Wasserstoffaufnahme: 6,8 ccm bei 21,5° © 
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und 769 mm = 6,38 ccm bei 0° C und 760 mm. In einem Blind- 
versuch wurde die gleiche Menge Katalysator unter genau den 
gleichen Bedingungen unter Wasserstofi geschiittelt. Ks zeigte 
i dabei eine Wasserstoffaufnahme von 4 ccm bei 21°C und 
770 mm = 3,76 ccm bei 0°C und 760mm. Die Arachidoncholein- 
fone hat demnach 2,62 ccm H aufgenommen. Dies entspricht 
genau 8 Atomen Wasserstoff, also vier Doppelbindungen im Molekiil. 
Nach dem Verjagen des Alkohols im Vakuum bleibt das 
Hydrierungsprodukt in Form eines weiBen Pulvers zuriick. 


7. Arachincholeinsaure. 


Das Hydrierungsprodukt der Arachidoncholeinsiure wurde in 
Alkohol gelést und mit heiBem Wasser versetzt, bis eine bleibende 
schwache Triibung entstand. Hierbei schieden sich die Krystalle 
in Nadeln aus. Diese Krystalle wurden aus verdiinntem Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert. Sie sind in Azeton, Alkohol und Kis- 
essig leicht, in Ather schwer ldslich und in Wasser unléslich. 
Schmelzp. 188—189° C. 

Die Siure ergab keine Reaktion fiir die ungesattigte Bindung. 

Titration: 0,1 g Substanz brauchten 2,6 cem n/10 NaOH. 

Aquivalent fiir 8. (C..H i O,) - CopH yO Ber. 383 
Gef. 3884 
Analyse: 0,054 g Substanz gaben 0,1461 g CO, und 0,053 g H,0 
Ber. 173,78°/, C 10,44°/, H 
Gef. 73,79 10,90 

Spezifische Drehung: 0,8°/, alkoholische Lésung. 

19,59 _ 0,43 x 100 


= — = +53,7 
Lal 08xio- °° 
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Mikromethoden zur Magnesiumbestimmung. 
Von 


Hans y. Euler, Harry Hellstrém und Dagmar Runehjelm. 


Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel I. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitiit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Dezember 1929.) 


Wie in einer Ubersicht iiber die in diesem Institut bis jetzt 
sewonnenen Resultate iiber die Erbfaktoren chlorophylldefekter 
Pflanzen bereits angedeutet wurde, lieBen orientierende Versuche 
liber den Magnesiumgehalt bei Keimlingen von chlorophylldefekter 
Gerste vermuten, daB der Magnesiumgehalt in den Keimlingen 
chlorophbyllfreier Mutanten geringer ist, als in den chlorophyll- 
haltigen. 

Um iiber diese wichtige Frage genauen Aufschlu8 zu er- 
halten, muBten zunichst die zur Verfiigung stehenden Mikro- 
methoden der Magnesiumbestimmung verglichen bzw. niher unter- 
sucht werden. Es handelte sich fiir uns um die Feststellung 
von so kleinen Mengen, daB die Untersuchung von Kinzel- 
individuen kaum médglich erschien, wogegen durch die Analyse 
von je 5—10 chlorophylldefekten und chlorophyllnormalen Keim- 
lingen ein Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen inner- 
halb des Bereichs der Fehlergrenzen festgestellt werden konnte. 

Es kamen im wesentlichen zwei Methoden in Betracht, 
nimlich die spektrophotometrische Mikromethode, welche von 
H. Lundegardh?) kirzlich ausgearbeitet worden war, und anderer- 
selts die colorimetrische Methode von Friedrich L. Hahn.’) 


I. Spektrophotometrische Mikromethode. 


Nach den grundlegenden Untersuchungen von Hartley, 
Pollok u. a. verschwindet die Intensitit der meisten ausgesandten 


ee 


') H. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse der Elemente, 
Jena, Fischer (1929). 
*) Friedrich L. Hahn, Mikrochemie, Pregl-Festschrift, S. 127 (1929). 
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Spektrallinien der Metalle bei abnehmender Konzentration, wenn 
verdiinnte Liésungen derselben in der Flamme oder durch den 
elektrischen Funken zerstiiubt werden. Nur wenige leicht identi- 
fizierbare Linien besitzen so grofe Intensitit, daB sie im Spek- 
trum auf der photographischen Platte auch in auBerordentlich 
kleiner Konzentration hervortreten und zwar um so stirker, je 
gréBer diese Konzentration ist. Durch Photographieren der unter 
konstanten Bedingungen hergestellten Spektra von Liésungen mit 
abnehmender Konzentration (z. B. 1°/,, 0, °/,, 0,01 °/,) konnten 
auf diese Weise Pollok und Leonard feststellen, bei welcher 
Konzentration gewisse Linien verschwanden, wahrend andere noch 
sichtbar waren und sie konnten dadurch die GréBenordnung der 
Konzentration einer unbekannten Lésung bestimmen. Eine Ver- 
feinerung dieser Methode wird erreicht durch die photometrische 
Messung der Intensitiit der Linie (Messung des Schwirzungsgrades), 

Wir haben fiir unsere Zwecke die besonders von Lunde- 
girdh eingehend ausgearbeitete Flammenmethode untersucht, 
welche wir jedoch verlieBen auf Grund der allzu langen Exposi- 
tionszeiten, welche wir anwenden muBten und wir haben ein- 
gehender die Methode der kondensierten Funken ausgearbeitet. 
Bei diesen Versuchen kam ein groBes Induktorium zur Ver- 


wendung, welches mit einem 6 Volt-Akkumulator gespeist wurde. Die 
Funkenstrecke, welche auf den 


| Spektrometerspalt mittels einer 
Hn Quarzlinse projiziert wurde, er- 


[| 





zeugten wir zwischen zwei Gold- 
elektroden, von welchen die untere 
\ von einer Quarzkapillare umgeben 
me gewre” nd in einer Schale von 1 ccm 


— Ouare- . A 
2 —-—— oare +=Volumen befestigt war, in welcher 
sich die zu untersuchende Loésung 





























| Li befand (vgl. Fig. 1). Parallel mit 
ne der Funkenstrecke wurde ein Kon- 

Of | : densator eingekoppelt von solcher 

( oy GréBe, daB die stérenden Lutt- 
yy binder eliminiert wurden und das 


Magnesiumspektrum am giinstig- 

Fig. 1 sten hervortrat. Unter den vieleu 
ei, : : 
Typen von Funkenstrecken, welch¢ 


in der Literatur beschrieben sind, haben wir diejenigen gewiallt. 
welche wir als die beste betrachteten, besonders in Riicksiclit 
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auf die Konstanz der Funkenbildung und hinsichtlich der Még- 
lichkeit, die Schale mit HCl leicht zu reinigen, ohne die Lage 
der Klektroden zu andern. Um im Anfang der Funkenbildung 
eine Sprengung der Kapillare zu vermeiden, und um ein még- 
lichst gutes Spektrum zu erzielen, wurde die Linge der Funken- 
strecke so abgepaBbt, daB 0,5—1,0 mm der Elektroden iiber den 
Kapillaren sichtbar war. 

Die Spektren einer Konzentrationsreihe wurden zusammen 
mit den Proben aufgenommen, worauf eine Serie von 5 Spektren 
einer und derselben Liésung mit gréBerer Konzentration als eine 
der vorher verwendeten einphotographiert wurde, und zwar durch 
Netze von wechselndem und bekanntem Absorptionsyermigen. 

Die photometrische Registrierung der Magnesiumlinien 2852 A.E. 
der fiinf letzten Spektren ergibt die Schwiirzungskurve, d. h. die Be- 
zichung zwischen Schwarzung und Intensitiit (Fig. 2), in welcher die 


Galvanometer-Ausschlag 
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Fig. 2. 


hochste und die niedrigste Intensitat (Standard und untersuchte Probe) 

reprasentiert sind. Die aus der erwihnten Kurve entnommenen 

Intensitatswerte (log J) werden in einem Diagramm als Ordinaten 

gegen den Logarithmus der Konzentration als Abzsisse abgetragen 

‘Wig. 3). Natiirlich kann die Schwarzung direkt gegen den Loga- 

rithmus der Konzentration abgetragen werden, man erhiilt aber 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII. 9 
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bei der unten erwahnten Korrektion schlechtere Werte. Aut 


Grund der Ungleichheit der Funkenintensitit miissen die Korrek- 
tionen in log fir die Intensitaétswerte, nimlich so vorgenommen 
werden, daB eine gewisse Linie, welche nicht von der Lésung 
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herriihrt, z. B. die Elektrodenlinie (Au 2676 A.E.) als Norm der 


Variationen gewahlt werden. Die Abweichungen von den Mittel- 
werten der Schwirzungen in dieser Linie wurden umgerechnet 
auf logJ-Variationen mittels der Schwirzungskurve, und mit 
diesem Betrag sind die log/J-Werte der Magnesiumwerte korri- 


giert worden. 
Tabelle I. 























Galvanometerausschlag 
or oe, log J log J log _" 
aidan Natec Korrek- Mg ein —" 
Mg Au tion korrigiert — 
2852 A.E. | 2676 A.E. 
9,5 13,8 0,00 “= — —_ 
20,5 24,0 0,22 sans vue 1 
29,6 34,5 0,36 wi _ os 
60,0 55,0 0,57 a - os 
oe | 810 | oss | — | — | - 
| Mg 2852 
11,0 | 14,0 0,03 0,12 0,15 9,11 
16,8 21,3 0,16 0,01 0,17 8,60 
26,0 | 28,0 0,30 0,06 0,24 8,11 
27,5 23,0 0,32 0,06 0,26 7,60 
Fehlerdiskussion. — Aus der Fig. 3 ergibt sich, dat 


logJ von loge linear abhiingt. Die Linie ist auBerdem ziemlic!! 
schwach gegen die logc-Achse (weniger als 45°) geneigt. Kine 
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Variation von 0,01 in log/ entspricht einer Variation = 0,07 
im loge, was einen Fehler von 18°/, beziiglich c bedeutet. Aus 
der Kurve Fig. 3 geht ferner hervor, daB die Abweichungen im 
Logarithmus J bis auf wenigstens 0,02 steigen kénnen, woraus 
sich ein Fehler in ¢ = 36°/, errechnet. 


II. Colorimetrische Mikromethode. (DV. Runehjelm.) 

Wie erwahnt, schlieBt sich unsere Methode eng an die vou 
Friedr. L. Hahn beschriebene an. Es kam also zur Verwendung 
eine alkalische Lésung von 1,2,5,8-Tetra-oxy-anthrachinon, welche 
durch Magnesium von rotviolett nach kornblumenblau um- 
gefirbt wird. Die verwendeten Lésungen waren: 

2n-NaOH. Farbstofflésung: 

0,1 g Tetra-oxy-anthrachinon mit 5 g kryst. NaAc verrieben: 

von der Mischung 0,1 g in 20 ecm 96°/,igem Alkohol. 

Zu jeder Analyse wurden verwendet: 

«eem Probe + (1,5 — x) eem H,O + 0,2 com Farbstofflisung 
+ 0,5 cem 2 n-NaQOH. 

Proben, welche 4—12 y Mg/ccm enthielten, wurden in drei 
verschiedenen Konzentrationen mit einer Standardlésung ver- 
glichen, welche 10 7 Mg/ccm enthielt. 

Um die eventuelle EKinwirkung derjenigen Ionen zu priifen, 
welche in den von uns untersuchten Lésungen vorkommen kinnen, 
wurde eine synthetische Asche bereitet. Dieselbe hatte folgende 
Zusammensetzung: 

53mg KCl, 22,0 mg KH,PO 

53mg CaCO,, 17,7 mg Mg 

0,9 mg Fe, 1,5 mg NaOH 

Von der synthetischen Asche (Probe 1) wurden 3 ccm ent- 
nommen und auf 10 ccm verdiinnt. Diese Lisung enthielt also 
23,1 7 Mg/ccm. 


: | gelést in etwa 0,02 n-HCl 
bis 100 cem 





Tabelle II. Probe 1. 


Volumen und Gehalt Colorimetrische Schitzung 








der Probe Y 
ceem | y in der Probe in 1 ccm 
0,4 | 9,2 8,3 20,8 
0,8 6,9 6,4 21,3 21,7 
0,2 4,6 4,6 23,0 
1,4 
Fehler = -~— = 6°/,. 
wi 


Q* 
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Die iibrigen anwesenden Metalle spielen also keine Rolle 
bei der Mg-Bestimmung und eine Scheideanalyse von Ca braucht 


nicht ausgefiihrt zu werden. 


Probe 2. 

Um eventuelle Verluste beim Gliihen zu priifen, wurden ein 
paar Proben ausgefithrt mit 3 ccm synthetischer Asche, welche 
eingedunstet, schwach gegliht, in HCl gelést, mit NaOH neutra- 
lisiert und auf 10 ccm verdiinnt wurde. 

Die Analyse der Probe 2 ergab genau die gleichen Werte 
wie die Analyse der Probe 1. Beim Gliihen wird also kein Mg 
verloren. 

Zusammenfassung. 

Die mitgeteilten vergleichenden Versuche zur Bestimmung 
sehr kleiner Mg-Mengen einerseits nach der spektrophotometrischen, 
andererseits nach der colorimetrischen Methodik ergaben das 
Resultat, daB nach unseren Erfahrungen die colorimetrische 
Methode nach F. L. Hahn eine bedeutend genauere Bestimmung 
gestattet als die spektrophotometrischen Methoden, Letztere bieten 
natiirlich dann einen Vorteil, wenn die zu untersuchenden Lésunger 
colorimetrisch stérende andere Bestandteile enthalten. 


Bei einem Gehalt von 0,01 mg Mg perccm sind die Fehler bzw 


Spektrophotometrisch Colorimetrisch 
36 °/, 6°/q 
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Vorkommen von Phylloerythrin in Rindergallensteinen. 
Von 


Hans Fischer und Richard Hess. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miiuchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1929.) 


Die Rindergallensteine bestehen der Hauptsache nach aus 
Bilirubin-Kalk bzw. Bilirubin-Magnesia; auBerdem sind aber noch 
eine Reihe von krystallisierten Substanzen aus ihnen abgeschieden 
worden. W. Kiister?) hat Desoxycholsiure gefunden, H. Fischer’) 
Lithocholsiure, sowie mit P. Meyer’) Choleinsiure, Stearinsiure 
und Cholesterin, mit H. Rése*) Carotin. Auf Porphyrine sind die 
Rindergallensteine bis jetzt nicht untersucht; bei der auBerordentlich 
weiten Verbreitung der Porphyrine im tierischen und pflanzlichen 
Organismus®) war auch das Vorkommen dieser in Betracht zu 
ziehen und da wir neuerdings wieder in den Besitz von Rinder- 
gallensteinen gekommen sind, haben wir diese Untersuchung vor- 
genommen. 

Der Atherextrakt aus 200 g Rindergallensteinen zeigte fol- 
gendes Spektrum: 

I. Breiter verwaschener Streifen bei 655; Il. schwach aber deutlich 
bei 639,93 IIT. diffuse Absorption von etwa 600... in Griin 581,2; 1V. scharfer 
himochromogenartiger Streifen bei 559,5; V. schmaler, verwaschener Streifen 
bei 546; E. Abs, 525,3. 

Dieses Spektrum ist dem des Phylloerythrins auBerordentlich 
ihnlich, In der Tat ergab die Projektion der Spektren iiberein- 
ander vollkommene Identitit. Im ersten Atherextrakt isi dic 
Menge an Phylloerythrin jedoch so gering, da eine Isolierung 
nicht méglich war. Nach Behandlung der Rindergallensteine mit 


") Diese Zs, Bd. 69, S. 463 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 78, S. 234 (1911). 

’) Diese Zs. Bd. 76, S. 95 (1911). 

*) Diese Zs, Bd. 88, S. 332 (1918). 

*) Diese Zs. Bd, 188, S. 289 (1924); Bd. 159, S. 120 (1926). 
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Salzsaure in tiblicher Weise konnte jedoch das Phylloerythrin auch 
in Substanz gewonnen werden. Entsprechend der Schwerléslichkeit 
des Phylloerythrins in verdiinnter Salzsiure geht das Phylloerythrin 
in letztere Siure nur in geringer Menge hinein, die Hauptmenge 
erschien bei der Atherextraktion der mit Salzsiure behandelte: 
Gallensteine. Dieser Atherextrakt, 200 g Rindergallensteinen ent. 
sprechend, wurde eingedampft und der Riickstand aus Pyridin- 
Ather krystallisiert. Nach wiederholtem Umkrystallisieren war 
das Praiparat unter dem Mikroskop vollkommen einheitlich, die 
Krystallisation bestand in rautenférmigen Blittchen; die Ausbeute 
betrug 0,065 g. Die Analyse ergab folgende Werte: 

3,867 mg Substanz gaben 10,430 mg CO,, 2,420 mg H,0. 

3,661 mg ms » 0,363 cem N (20°, 712 mm). 

Y3H,,0,N, Ber. C 73,28 H 6,87 N 10,68°%,. 
Gef. ,, 73,56 ,, 7,00 ,, 10,82 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 636,6; II. Vorbeschattung ab 598,4, 588,4 u. 581,4; IT]. 565,6—-558,2; 
561,9 





IV. 528,5—517,1; E, Abs, 451,9. 
522,8 

Dieses Spektrum ist mit dem des reinen Phylloerythrin aus Rindergalle 
beim Projizieren tibereinander vollkommen identisch, 

Die Halogenbestimmung nach Carius verlief negativ. 

Die Analysenzahlen bestiitigen die Angaben von March- 
lewski), der fiir das Phylloerythrin die Formeln C,,H,,N,0, und 
C,,H,,N,O, in Betracht zog. Die Formel mit 31 C-Atomen scheidet 
aus, weil wir beim Abbau des Phylloerythrins ja Rhodoporphyrin 
erhalten haben?), das 82 C-Atome besitzt. Phylloerythrin hat also 
mindestens 32 C-Atome; am wabhrscheinlichsten erscheint die Formel 
mit 33 C-Atomen, aber hieriiber kann erst der weitere Abbau des 
Phylloerythrins entscheiden. Die T'atsache, daB das Phylloerythrin 
in betriichtlicher Menge erst nach dem AufschluB mit Salzsiiure 
extrahierbar ist, spricht dafiir, daB es in Form von Kalk- oder 
Magnesiumsalz genau so wie das Bilirubin in den Rindergallen- 
steinen enthalten ist. 

Auf Xanthophyll haben wir bei dieser Gelegenheit wieder 
untersucht. Die Abscheidung in reinem krystallisiertem Zustand 
ist noch nicht gelungen, aber mit Sicherheit ist neben Carotin 
noch ein zweites Carotinoid vorhanden. Wir arbeiteten nach der 





') Diese Zs, Bd. 185, S. 8 (1929). 
*) Liebigs Annalen der Chem. Bd. 474, S. 65 (1929). 
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Entmischungsmethode von Willstitter’), daB heiBt die petrol- 
‘itherische Lésung der Carotinoide wurde mit Methylalkohol ver- 
mischt und mit Wasser entmischt. Die alkoholische Phase, die 
das Xanthophyll enthalten muB, war gelb gefirbt. Nach dem 
Abdampfen im Vakuum zeigte eine Probe in Chloroform gelést das 
Xanthophyll-Spektrum: 

I, Maximum etwa 480; IJ. Maximum etwa 455; E. Abs. 410. 


Die Antimontrichlorid-Reaktion nach Carr und Price?) war 
in sehr charakteristischer Weise verschieden von Carotin. Wie 
B. y. Euler, H. v. Kuler und Hellstrém‘) feststellten, gibt reines 


_ Carotin mit Antimontrichlorid eine intensive Firbung, die aus- 


gezeichnet ist durch eine charakteristische Absorptionsbande in 
Gelb, die sehr verginglich ist. Das Carotin aus nen 
gepriift an einer Probe des Originalpriiparates von Fischer-Rése*) 

zeigt diese Reaktion ausgepragt, nur daB hier ihre Hinfilligkeit noch 
gréBer ist; innerhalb weniger Sekunden verschwindet der Streifen 
im Gelb, wahrend vorher schon eine Aufhellung der gegen das 


Violett gerichteten Partie des Spektrums erfolgt und gleichzeitig 


dann ein oder zwei Streifen im Griin erscheinen. Dieses Phinomen 


stellt sich bei der Xanthophyll-Fraktion nicht ein; hier tritt der 


Streifen im Rot auf, ist aber durch groBe Echtheit ausgezeichnet. 
Auch nach 24 Stunden ist die spektroskopische Erscheinung noch 
unvermindert. (Ubrigens kann die Antimontrichlorid-Reaktion des 
Carotins auch ,,stabilisiert* werden, wenn man es nicht in Chloro- 
form lést, sondern direkt in Substanz in die konzentrierte Antimon- 
trichlorid-Lésung eintragt.) Sowie wir wieder Rindergallensteine 
besitzen, soll die Untersuchung auf Xanthophyll eingehend vor- 
genommen werden. Eine Substanz mit Xanthophyll-Kigenschaften 


wurde von H. Fischer’) im Jahr 1916 aus Schafkot in prachtvoll 


krystallisiertem Zustand abgeschieden mit Schmelzp. 192—193°. 


Die Analyse gab keine auf Xanthophyll stimmende Zahlen, indessen 


stimmen diese auf die Xanthophyll-Formel mit einem Krystall- 
methylalkohol leidlich. Bemerkenswert ist der hohe Schmelzpunkt, 
ler in Ubereinstimmung steht mit dem des Luteins yon Will- 


‘) Chlorophyllbuch S. 104. 

*) Biochemical Jl. Bd. 20, S. 497 (1926): vgl. auch H. v. Euler, K. Myr. 
bick, H. Fink u. H. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 168, S. 11 (1927). 

') Sartryck ur Svensk Kemisk Tidskrift XL, S. 256 (1928). 

‘) Diese Zs, Bd. 88, S. 331 (1913). 

’) Diese Zs. Bd. 96, S. 295 (1916). 
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stitter und Escher?) und hiernach wire die Identitat des Kidotter- 
Farbstoffes mit Xanthophyll in Erwigung zu ziehen. 

Ich beniitze die Gelegenheit, um auf Mykoporphyrin, iiber 
das vor einiger Zeit berichtet wurde’), zuriickzukommen. Kollege 
Hausmann (Wien) sandte mir vor einem Jahr Bliitenblitter von 
Johanniskraut (Hypericum perforatum L.%), deren Extrakt er als 
photodynamisch wirksam erkannt hatte, mit dem Ersuchen um 
wenn méglich Reindarstellung des Farbstoffs, Dringende Arbeiten 
haben die nihere Beschiftigung mit dem interessanten stickstoff- 
freien Farbstoff bis jetzt verhindert, aber mir fiel doch die 
spektroskopische Ahnlichkeit mit Mykoporphyrin auf. Bei der 
Projektion der Spektren iibereinander war keinerlei Unterschied 
zu erkennen, so daB eg wohl sehr wahrscheinlich ist, daB der 
Pilzfarbstoff Mykoporphyrin mit dem Johanniskraut-Farbstoff 
Hyperizin identisch ist, nur daf8 das Johanniskraut bequemer 
zugiinglich als Penecilliopsis clavariaeformis Solms ist. 

Mit den Porphyrinen des Blutfarbstoffs oder Chlorophylls hat 
das Mykoporphyrin nichts zu tun, wie nochmals betont sei. 





1) Diese Zs. Bd. 76, S. 222 (1911/12). 
2) Diese Zs. Bd. 146, S. 215 (1925). 
") Vgl. Cerny, Diese Zs. Bd. 73, S. 371 (1911). 
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Uber den oxydativen Abbau der Kohlehydrate im Saugetier- 
muskel, insbesondere iiber die Bildung von Bernsteinsdure 
aus Brenztraubensaure. 

Von 
E. Toenniessen und E. Brinkmann. 


Aus dem Laboratorium der medizinischen Abteilung des Landeskrankenhauses in Kassel,) 


(Der Redaktion zugegangen am 1:. Dezember 1929.) 


Seit den bekannten Untersuchungen Neubergs!) iiber die 
Spaltung der Brenztraubensiiure durch die Carboxylase der Hefe 
hat man dieser «-Ketonsiure auch fiir den Kohlehydratstoffwechsel 
der Sdugetiere eine wesentliche Bedeutung zugemessen. Da 
wegen der auBerordentlichen Reaktionsfiihigkeit der Brenztrauben- 
siure nicht damit zu rechnen war, sie praformiert in den Geweben 
zu finden, so untersuchte man zunachst, in welcher Weise sie vom 
Siugetierkérper umgesetzt wird. Ks wurde die Reduktion zu 
Milchsa’ure”*) sowie die Synthese zu Kohlehydrat bzw. Glykogen *) 
festgestellt. Dagegen sind die Anschauungen iiber die carboxy- 
latische Spaltung der Brenztraubensiure im Siugetierkérper 
noch nicht endgiiltig geklirt (vgl. den 3. Teil dieser Arbeit). 

Voéllig ungelést war aber bis hierher die Frage, auf welche 
Weise die Brenztraubensiure oxydativ weiter abgebaut wird 
und wie sie sich in die Reihenfolge der bisher bekannten Zwischen- 
stufen des oxydativen Kohlehydratabbaues einfiigt. Man hatte 
lediglich theoretisch angenommen, dab die Brenztraubensiure 
zunichst in Acetaldehyd und Kohlensaiure gespalten wird (in 
Ubereinstimmung mit der Neubergschen Entdeckung der Hefen- 
carboxylase), daB der Acetaldehyd zu Essigsiure oxydiert wird und 
daB schlieBlich 2 Molekiile Essigsiure unter Dehydrierung in Bern- 

1) Neuberg, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3624 (Zusammenfassende Dar- 
stellung 1922). 

*) P. Mayer, Biochem. Zs. Bd. 40, 8S. 441 (1912); Otani, Diese Zs. 
Id. 143, S. 229 (1925). 

‘) P. Mayer, a.a.O.; O. Meyerhof, Klin. Wochenschr. 1925, S. 341; 
Vakin u. Janney, Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, S. 177 (1913). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII. 10 
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steinsiiure ibergehen (Thunberg)’). Es war aber bisher nicht ge- 
lungen, diese Reaktionsfolge, ja iiberhaupt die Bildung von Bernstein- 
siure aus Brenztraubensdure, experimentell sicherzustellen. 

Die Frage nach dem weiteren Abbau der Brenztraubensiure 
hat in letzter Zeit noch an Bedeutung gewonnen durch die Beob- 
achtungen Am. Hahns.*) Dieser Autor fand, daB die Brenz- 
traubensiiure im Muskelbrei bei Zugabe von Milchséure und 
Gegenwart von Sauerstoff in ziemlich erheblichen Mengen gebildet 
wird, also tatsiichlich als physiologisches Zwischenprodukt der 
Kohlehydrat-Verbrennung zu gelten hat. 

Die folgenden Mitteilungen sollen zunachst den Beweis er- 
bringen, daB die Brenztraubensiure im durchstrémten Siugetier- 
muskel in Bernsteinsiure iibergeht. Dann soll gezeigt werden, 
auf welchem Wege diese Reaktion héchstwahrscheinlich verlautt 
und dab die bisherige Theorie iiber die Zwischenphasen dieses 
Prozesses mit Sicherheit nicht zutrifft. Zuletzt méchten wir die 
Bedeutung der erhobenen Befunde fiir den oxydativen Kohlehydrat- 
abbau im ganzen und fir den Kiweif- und Fettstoffwechsel erértern. 


i 


In fritheren Versuchen, die EK. Toenniessen®) gemeinsam mit 
Ernst Prell ausfiihrte und an anderer Stelle kurz mitteilte, wurde 
das vorliegende Problem zuniichst mit Verwendung des ganzen, 
lebenden Kaninchens angegangen. Nach subkutaner Injektion 
von neutralisierter Brenztraubensiiure wurden aus dem Harn zu- 
nichst die fliichtigen Saéuren abdestilliert und dann der Harn 
mit Ather extrahiert. Es lieB sich aus dem Ather eine organische 
Siure (nicht krystallisierend, in Olform) gewinnen, deren Silber- 
und Bleisalz ziemlich mit dem entsprechenden Salz der Bernstein- 
siiure iibereinstimmte. Die erhaltenen Mengen waren jedoch zu 
Reinigungsprozessen zu gering, vielleicht lag ein Gemisch der 
Bernsteinsiiure und der niichsten Abbauprodukte Fumar-Siure, 
Apfel-Séure und Oxalessig-Siiure vor. 

Kin sicheres Ergebnis wurde erst mittels Durchstrémungsver- 
suchen an tiberlebenden Extremitiiten erhalten und dariiber aucl 
bereits kurz berichtet.*) Wir haben die Versuche seitdem in grober 


') Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 40, S. 1 (1920). 
2) Am. Hahn, E. Fischbach und W. Haarmann, Zs. Biol, Bd. >, 
S. 516 (1929). 

5) Toenniessen, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1927, S. 2 
‘) Toenniessen, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1928, 8S. 2 
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Zahl fortgesetzt und dabei die Bedingungen, unter denen der Uber- 
gang von Brenztraubensiure in Bernsteinsiiure regelmiBig nach- 
weisbar ist, genauer festgestellt. 

Die Methode ist folgende: 


1. Operativer Teil. 


Das Tier wird in Riickenlage auf ein Operationsbrett angeschnallt, 
mit Ather narkotisiert und aus der Carotis entbiutet. Das Blut wird durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, durch Gaze filtriert, mit 2 Vol. Ringer- 
lésung und 1 Vol. n/7-neutralisierter Brenztraubensiiure versetzt, dann noch- 
mals durch einige Lagen Gaze filtriert und in ein Wasserbad von 40° ge- 
stellt. Sobald die Entblutung beendet ist, wird die Bauchhéhle vom Sechwert- 
fortsatz bis zur Schambeinfuge in der Mittellinie eréffnet. Dann werden 
Blase, innere Genitalien, Darm und Magen, Milz und Pankreas sowie die 
Leber unter vorsichtiger Abbindung der BlutgefiiBe entfernt. Vena cava 
und Aorta werden dicht unterhalb des Abganges der NierengefiBe unter- 
bunden und nun caudalwirts zuerst die zufiihrende Glaskaniile in die 
Aorta, dann die ableitende Kaniile in die Vena cava eingefiihrt und durch 
Ligatur (Bindfaden) befestigt. Die Extremitiiten werden nicht vom Rumpf 
getrennt. Zunichst wird mit Ringerlésung (37°) durchstrémt, bis das zuriick- 
gebliebene, also noch gerinnungsfihige Blut entfernt ist. Hierbei wird zu- 
gleich festgestellt, ob der Kreislauf geschlossen ist, und keine Undichtigkeit 
aufweist. Danach wird das Priparat in den Durchstrémungsapparat ein- 
geschaltet. Dieser war im wesentlichen nach dem von O. Neubauer und 
G;roB') beschriebenen Modell gebaut und erhielt als Ergiinzung nur eine 
Glasspirale, durch die die Durchstrémungsfliissigkeit floB, kurz bevor sie 
in die Aorta abdominalis eintrat. Diese Glasspirale befand sich in einem 
Wasserbad von 40° und hatte den Zweck, die Durchstrémungstfliissigkeit 
kurz vor ihrem Eintritt in das Priiparat auf Kérpertemperatur zu erwirmen. 

Der Apparat funktionierte ausgezeichnet und ebenso bewiihrte sich 
die von uns ausgearbeitete Operationstechnik; allerdings gelingt sie erst 
nach mehreren Versuchen. 

Von der zirkulierenden Fliissigkeit verschwindet wiihrend des Ver- 
suches ein verschieden groBer Teil aus der neuen Blutbahn, indem er von 
der Muskulatur aufgenommen wird. Es wird dann nétig, Durchstrémungs- 
fliissigkeit nachzufiillen. Diese Ersatzfliissigkeit bestand bei den Leerver- 
suchen aus Ringerlésung, bei den Wages mit Brenztraubensiiure bzw. 
Essigsiure aus Ringerlésung, der '/, Volumen n/7 neutralisierter Brenz- 
traubensiiure bzw. Essigsiiure zugesetzt war. Nach einer Stunde wurde die 
Durchstrémung abgebrochen und die Durchstrémungsfliissigkeit sowie die 
zum Bereich der Durchstrémung gehérende Muskulatur aufgearbeitet. 


Chemischer Teil. 
Die Durchstrémungsfliissigkeit und die Muskulatur werden getrennt 
aufgearbeitet. 
1. Aufarbeitung der Durchstrémungsfliissigkeit. Die Durch- 
stromungsfliissigkeit wurde zuniichst zentrifugiert, um sie von den Blut- 





1) Diese Zs. Bd. 67, S. 233 (1910). 
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kérperchen zu befreien und dann nach einem von Toenniessen modifizierten 
Verfahren mit kolloidalem Eisen enteiwei8t (Liquor ferri dialysati 10°/,, 
Merck). Je 100 cem Durchstrémungsfliissigkeit werden mit 10 cem m/1- 
Mononatriumphosphat, 0,2 g Magnesiumsulfat und 20 ecm kolloidalem Eisen 
versetzt, kurz geschiittelt und durch ein Faltenfilter filtriert. Das wasser- 
klare, eiweibfreie Filtrat wurde zuniichst auf Brenztraubensiiure untersucht 
und zwar mittels p-Nitrophenylhydrazin.') 

Versetzt man fallende Konzentrationen der zu priifenden Fliissigkeit 
(in der Menge von 2 ccm) mit 0,5 cem einer 2°/,igen Lésung von p-Nitro- 
phenylhydrazin in 50°/,iger Essigsiiure, so kann man an dem Ausfallen des 
Hydrazons den Gehalt an Brenztraubensiiure sogar mit einiger Genauigkeit 
abschiitzen. Bei einer Konzentration von n/80-Brenztraubensiure tritt fast 
sofort ein krystallinischer Niederschlag auf. bei n/160 nach etwa 10 Minuten, 
bei n/320 bleibt er aus. Der weitaus grébte Teil der enteiweiBten Durch- 
stroémungsfliissigkeit wurde auf Ameisensiiure und Essigsiure untersucht. 
Nach dem Ansiuern der Fliissigkeit mit 10 cem 50°/,iger Phosphorsiure 
wurde die Wasserdampfdestillation ausgefiihrt und so lange destilliert, bis 
nahezu keine fliiechtigen Siiuren mehr iibergingen. Die gesammelten Destillate 
wurden vereinigt, mit Natronlauge schwach alkalisch gewacht und dann 
auf dem Wasserbade bis auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. Ein Teil 
wurde auf Ameisensiure, der andere auf Essigsiiure untersucht. 

Die Ameisensiure wurde qualitativ nach der Methode von Fenton 
und Sisson*) sowie Fincke’*) bestimmt. 10cem der zu priifenden neu. 
tralen oder schwach sauren Lésung und 0,5 g Magnesiumband werden in 
ein Reagenzglas gegeben. Wiihrend das Glas sich in einem gréBeren Ge- 
fiB mit kaltem Wasser befindet, gibt man etwa 6 cem Salzsiiure (spez. Gew. 
1,124) tropfenweise innerhalb von etwa 15 Minuten hinzu, laiBt noch einige 
Minuten stehen und priift dann 5 ccm der in ein geriiumiges Reagenzglas 
abgegossenen Fliissigkeit in folgender Weise auf Formaldehyd. Man fiigt 
2 cem frische Milch und 7 cem Salzsiiure (spez. Gew. 1,124) hinzu, welche 
auf 100 ccm 0,2 cem einer 10°/,igen Kisenchloridlésung enthielt, erhitzt zum 
Kochen und halt eine Minute lang in lebhaftem Sieden. Bei Anwesenheit 
von Formaldehyd tritt Violettfirbung auf. 

Die quantitative Bestimmung der Ameisensiure wurde nach Riesser’ 
ausgefiihrt. 

Eine abgemessene Menge des schwach alkalischen Destillates, 10 cem 
wird mit einigen Tropfen verdiinnter Salzsiiure schwach angesiiuert, auf 
30 ecm mit destilliertem Wasser aufgefiilit und mit 10 cem einer Lésung, 
welche in einem Liter 200 g Sublimat, 300 g Natriumacetat und 80 g Koch- 
salz enthilt, versetzt. Diese Reaktionsfliissigkeit wird in einem mit Steig- 
rohr versehenen Kolben, der in einem Wasserbade stand, wenigstens 
2 Stunden im kochenden Wasser erhitzt. Das nach der Gleichung 

HCOOH + 2HgCl, = CO, + 2HCl + 2HgCl 
gebildete Kalomel wird quantitativ bestimmt, indem man 18 cem Kalium- 


'! Ellis Hyde, Chem. Ber. Bd. 32, S.1815 (1899); Neuberg u. 
Karezag, Biochem. Zs. Bd. 36, 8S. 60 (1911). 

*) Fenton u. Sisson, Chem. Zbl. 1908, I, S. 1379. 

5) Fineke, Biochem Zs, Bd. 51, 8. 253 (19183). 

‘) Riesser, Diese Zs. Bd. 96, S. 355 (1915/16). 
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jodid (40g KJ + 100 H,O) und dann 10 ecm n/10-Jodlisung hinzugibt. 
Nach 15 Minuten wird mit n/10-Natriumtbiosulfatlésung zuriicktitriert. 


Untersuchung auf Essigsiiure. Eine abgemessene Menge des 
eingeengten, alkalisch reagierenden Wasserdampfdestillates wird mit n/10- 
Salpetersiiure bis zur schwach alkalischen bzw. neutralen Reaktion versetzt. 
Dann wird '/,, Vol. gesiittigter Silbernitratlésung zugegeben, etwa 5 Minuten 
im siedenden Wasserbade erhitzt und heiB filtriert. Bei Anwesenheit von 
Essigsiure fillt Silberacetat in seinen charakteristischen Nadeln aus. 


Diese Methode gestattet in 2 cem Fliissigkeit schon 3 mg Essigsiure 
als Silbersalz nachzuweisen. 


Untersuchung auf Bernsteinsiiure. Der Wasserdampfdestilla- 
tionsriickstand wurde auf etwa 50 cem eingeengt und mit Ammoniumsul fat 
gesiittigt; das Filtrat nach Zusatz von Schwefelsiiure 15 mal mit Ather 
extrahiert, der Atherauszug eingeengt. Zur Entfernung der gleichzeitig 
vorhandenen Milchsiiure wird nach Blumenthal’) der Riickstand in 
Wasser gelést, Bleihydroxyd hinzugefiigt, gekocht, auf dem Wasserbade zur 
Trockne verdampft und der Riickstand mit heiBem Wasser iibergossen. Das 
milchsaure Blei, welches dabei in Lésung geht, wird abfiltriert, der Riick- 
stand mit Kisessig iibergossen und erwirmt. Nach dem Filtrieren wird 
durch Schwefelwasserstoff entbleit und das Filtrat zur Trockne eingeengt. 
Etwa vorhandene Bernsteinsiure fillt krystallinisch aus. 


2. Aufarbeitung der Muskulatur. Die Muskulatur wurde durch 
die Hackmaschine zerkleinert und ein kleiner Teil ausgepreBt. LEinige 
Kubikzentimeter des erhaltenen PreBsaftes wurden auf die gleiche Methode 
enteiweiBt wie die Durchstrémungsflissigkeit und auf Brenztraubensdure 
untersucht. Der weitaus gréBte Teil der zerkleinerten Muskulatur wurde 
nach Einbeck’*) zweimal mit je der doppelten Menge Wasser bei einer 
Temperatur von 60° je 30 Minuten unter RiickfluB erhitzt, abgekiihlt, und 
durch ein Koliertuch filtriert. Der zuriickbleibende Fleischbrei wurde zum 
SchluB gut abgepreBt. Dieser Extrakt und der noch iibrige MuskelpreBsaft 
wurden vereinigt, einige Minuten unter Riickflu8kiihler in lebhaftem Sieden 
gehalten, wobei die EiweiBkérper ausgeflockt wurden. Nach dem Erkalten 
und Filtrieren wurde mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht und auf 
dem Wasserbade auf etwa 2—300 cem eingeengt. Nach dem Ansiiuern mit 
00°), iger Phosphorsiiure bis zur deutlich kongosauern Reaktion wurde 
der Organextrakt so lange der Wasserdampfdestillation unterworfen, bis fast 
keine fliichtigen Siuren mehr iibergingen. Das Gesamtdestillat wurde mit 
Natronlauge schwach alkalisch gemacht, eingedampft und wie oben be- 
schrieben auf Essigsiure und Ameisensiure untersucht. 


Untersuchung auf Bernsteinsiiure, Der Riickstand der Wasser- 
dampfdestillation wurde auf etwa 200 cem eingeengt und mit Ammonium- 
sulfat gesittigt, das Filtrat nach Zusatz von Schwefelsiiure mit Ather er- 
schépfend extrahiert und der Ather abgedampft. Der Riickstand wurde 
zum Nachweis auf Bernsteinséure iiber das Bleisalz gereinigt wie oben an- 
gegeben. Die Trennung der drei Siiuren (Bernstein-, Fumar- und Apfelsiure) 


', Blumenthal, Virchows Arch. Bd. 137, S. 550 (1894). 
*) Einbeck, Diese Zs. Bd. 87, S. 152 (1918) und Bd. 90, S. 301 (1914). 
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wurde nach einer Methode durchgefihrt, die von Am. Hahn und W. Haar- 
mann') eingehend beschrieben ist. Die -krystallinisch ausgefallene Bern- 
steinsiure wurde aus gleichen Teilen absoluten Alkohol und Ather umkry- 
stallisiert, dureh Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Elewentaranalyse 
identifiziert. 
In einigen Fiillen wurde auch auf Fumar- und Apfelsiiure nach der 
von Am. Hahn und W. Haarmann!’) anzegebenen Methode untersucht, 
doch konnten wir diese Siiuren nicht nachweisen. 
Resultate. 
I. Vier Muskeldurchstrémungen mit Brenztraubensiiure und 
stindiger Sauerstoffzufuhr. 
Tabelle 1a. 
Durchstrémungsfliissigkeit. 
Pen Wieder- Brenztraubensiiure 
Kanin- | Angewandte] gewonnene _ 
chen Durch- Durch- zuge- am SechluB Ameisen- 
Versuch | strémungs- | strémungs- | ge¢z¢ des Versuches siiure 
Nr. fliissigkeit | fliissigkeit wiedergefunden 
cem cem g gr mg 
760 290 2,38 weniger als 0,40 3,62 
2 620 270 1,94 0,38 2,74 
3 680 310 2.13 0,40 2.51 
4 600 240 1,88 weniger als 0,38 3,12 
Essigsiiure und Bernsteinsiiure waren in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit nicht nachweisbar. 
Die Brenztraubensiiure verschwindet also nach einer Stunde 
zu mindestens 75°/, aus der Blutbahn, Ameisensiiure findet sich “ 
nur in ganz geringen Mengen (unter 5 mg), le 
Tabelle ib. 
Muskulatur. 
Brenztraubensiure _ 
Kanin- | Gew.d. ver- dipaeiactipsaliis | 
chen arbeiteten |i.d Muskul.| am SehluB | alsov.d. | Ameisen- 
Versuche}| Musku- iiber- des Versuches | Muskulatur siiure 
Nr. latur gegangen | wiedergefunden| umgesetzt y 
g | g g mg 
1 1020 2,0 weniger als 0,5 1.5 21,60 
2 970 1,56 0,52 1,02 20,20 
3 880 1,73 0,43 1,30 22,70 
4 910 1,50 weniger als 0,40 | 1,10 19,10 
Essigsiiure und Bernsteinsiure waren nicht nachweisbar. 
7 Kg 


'' Am. Hahn und W. Haarmann, Z. Biol. Bd. 87, S. 107 (1928). 
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Die aus der Blutbahn in die Muskulatur iibergetretene 
Brenztraubensiure ist also zum gréBten Teil umgesetzt. Als 
Abbauprodukt ist lediglich Ameisensiiure in mibigen Mengen 
nachweisbar. 

AuBer diesen Versuchen wurden noch mehrere vollig gleiche 
Versuche durchgefiihrt (mindestens 6), in denen nur auf Kssig- 
siiure untersucht wurde. Es wurde jedoch nie Essigsiure als 
Abbauprodukt der Brenztraubensiure gefunden. 

II. Vier Muskeldurchstrémungen mit Brenztraubensiiure und 
beschrankter Sauerstoffzufuhr (alle 20 Minuten Sauerstoff zu- 
sefiihrt, bis das Blut wieder deutlich arteriell gefarbt war). 


Tabelle 2a. 


Durchstrémungsfliissigkeit. 





Wieder- Brenztraubensiiure 
Kanin- |Angewandte | gewonnene 
ehen Durch- Durch- zu- am SchluB des Ameisen- 
Versuch | Str6mungs- | stromungs- | ge- Versuchs wieder- saure 
Nr. fliissigkeit | fliissigkeit | setzt gefunden 
ecm ecm g g mg 
5 800 280) 2,51 | weniger als 0,50 5,76 
6 760 270 2.38 “ ., 0,40 6,10 
7 720 310 2,26 0,45 5,47 
8 680 230 2,18 0,40 4,96 














Kssigsiure und Bernsteinséiure waren nicht nachweisbar. 


Die Brenztraubensiure war also wieder zu mindestens 75°/, 


verschwunden, Ameisensiure nur in geringen Mengen nachweisbar 


‘etwas mehr als in Versuchen mit stindiger Sauerstoffzufuhr). 


Tabelle 2b. 


Muskulatur. 





Brenztraubensaure 
Kanin- | Gewicht] In die | a. SchluB d. | alsov.d.}| Gefund. | Bern- 
chen der Muskul. | Versuchs | Musku- | Menge stein- 
Versuch Mus- iiberge- | wieder- | latur um- Ameisen- saure 
Nr. kulatur | gangen gefunden __gesetzt saure 
§ 5 | ad s As a 

5 920 20 | 0,50 1,5 32,80 |) *6mg 

e a ‘ > aus Vers. 
6 1080 2,0 0,50 1,5 36,42 I) 5u.6zus. 

7 870 1,81 | 0,45 1,36 30,0 106 mg 
ati P ‘aa aus Vers. 
8 1210 1,73 | 0,57 1,16 35,27 |) 7u.8 zus. 














Kssigsiiure, Fumarsiure und Apfelsiiure waren nicht nachweisbar. 
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Die in die Muskulatur iibergetretene Brenztraubensiure war 
also wieder zum gréBten Teil umgesetzt worden. In der Musku- 
latur war aber jetzt regelmifig Bernsteinsiure nach- 
weisbar. Ameisensiure fand sich in gréSeren Mengen als in den 
Versuchen mit stiindiger Sauerstoffzufuhr (durchschnittlich 33 mg). 
Vor diesen vier Versuchen hatten bereits zwei andere Versuche 
das Auftreten von Bernsteinsiiure im Muskelfleisch unter den 
gleichen Bedingungen ergeben. Wir hatten uns aber bei den 
beiden ersten Versuchen mit dem qualitativen Nachweis der 
Bernsteinsiiure begniigt und die erhaltene Substanz zu Schmelz- 
punktsbestimmungen und Umkrystallisierungsversuchen  auf- 
gebraucht, leider ohne sie vorher gewogen zu haben. Unserer 
Schitzung nach waren es ungefaihr die gleichen Mengen wie in 
den Versuchen der Tabelle. Im ganzen wurde also der Nach- 
weis der Bernsteinsiure in sechs Versuchen erbracht 
und zwar unter den genannten Bedingungen regelmaBig. 

Die Bernsteinsiiure war in den charakteristischen sechs- 
eckigen Tafeln krystallisiert (mehrfach umkrystallisiert und dani 
erst gewogen), zeigte den Schmelzpunkt von 182° (ebenso Misch 
schmelzpunkt). Die Elementaranalyse (chem. Institut der Univ. 
Gottingen) ergab: 

Ber. 40,66°/, C 5,11°/, H 
Gef. 40,41, 40,57 5,30, 5,42 

III. Drei Muskeldurchstrémungen mit Brenztraubensiiure 
ohne Sauerstoffzufuhr. In diesen Versuchen war die Brenztrauben- 
siiure in der Durchstrémungsfliissigkeit nur zu einem ganz geringen 
Teil und in der Muskulatur in nicht nachweisbarem Grade ver- 
schwunden. Ein weiteres Aufarbeiten war also iberfliissig. 

IV. Drei Muskeldurchstrémungen mit Ringerlésung olne 
Brenztraubensaéure, mit beschrankter Sauerstoffzufuhr (wie 


bei den Versuchen der Gruppe II). 
Tabelle 4a. 


Durchstrémungsflissigkeit. 








Kaninchen Angew. Durch- Wiedergew. Durch- rn 
Versuch stroémungs- str6mungs- : ansqpll 
Nr. fliissigkeit cem fliissigkeit mg wee oe 
9 750 280 2,12 
10 630 225, 1,75 
1] 820 330 2.05 











Essigsiure und Bernsteinsiiure waren nicht nachweisbar. 
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Es fanden sich also in der Durchstrémungsfliissigkeit nur 
minimale Mengen Ameisensiure (durchschnittlich 2 mg). 


Tabelle 4b. 
Muskulatur. 





Kaninchen Gewicht der Ameisensiure 
Versuch Nr. Muskulatur g mg 
9 750 : 11,65 
10 975 13,24 
11 8.40 10,90 








Hssigsaure und Bernsteinsiure waren nicht nachweisbar. 


Ks fanden sich also in der Muskulatur bei Durchstrémung 
mit Ringerlésung nur mifige Mengen von Ameisensiure (durch- 
schnittlich 11 mg), erheblich weniger als nach Zusatz von Brenz- 
traubensdure (33 mg!). 

V. Im Muskelteisch frisch getéteter Kaninchen war bei Ver- 
arbeitung gleicher Mengen wie in den Durchstrémungsversuchen 
keine Bernsteinsiure nachweisbar. Dagegen wurde nach Zusatz 
von 30 mg Bernsteinsiure zu 500 g Muskelbrei bei sofortiger Ver- 
arbeitung fast 20 mg Bernsteinsiure in krystallinischer Form 
wiedergefunden. Daraus geht hervor, daB die Methode des Nach- 
weises, bzw. der Isolierung der Bernsteinsiure einwandfrei war 
und daB das Muskelfleisch des Kaninchens unter normalen Be- 
dingungen entweder keine Bernsteinsiure oder nur minimale 
Mengen (unter 10 mg in 500 g Muskulatur) enthilt. 

Aus den Versuchen im gaunzen geht hervor, dab Brenztrauben- 
siure bei der Muskeldurchstrémung unter Sauerstoffzufuhr ziemlich 
rasch aus der Blutbahn verschwindet und in der Muskulatur 
energisch umgesetzt wird. Der griBte Teil dieser umgesetzten 
Brenztraubenséure diirfte in Milchsiure verwandelt worden sein 
(vg. P. Mayer'), was schon daraus zu vermuten ist, daB der 
dlige Riickstand aus dem Atherextrakt der Muskulatur bei der 
Durchstro6mung mit Brenztraubensaiure viel reichlicher war als 
bei der Durchstrémung mit Ringerlisung. 

Das wichtigste Ergebnis der Versuche ist die Tat- 
sache, daB bei der Durchstrémung mit Brenztrauben- 
siure und beschrinkter Sauerstoffzufuhr regelmibig 
Bernsteinsiure in der Muskulatur nachgewiesen wurde, 
wihrend bei Durchstrémungen mit Ringerlésung ohne Brenz- 


) P. Mayer, Biochem. Zs. Bd. 40, S. 441 (1912). 
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traubensiiure sowie in der frischen normalen Muskulatur sich nie 
Bernsteinsaure fand. 

Ks fragt sich nun, ob die gefundene Bernsteinsiure aus der 
der Durchstrémungsfliissigkeit zugesetzten Brenztraubensiure ent- 
standen ist. Aus unseren Versuchen am Kaninchen wire dies 
an sich zu schlieBen. Doch kann gegen diese Folgerung ein 
EKinwand erhoben werden. Bekanntlich gehért Bernsteinsiure zu 
den im Fleischextrakt und auch im frischen Fleisch regelmabig 
vorkommenden Bestandteilen. Zum Vergleich mit unseren Ver- 
suchen kénnen nur die in frischem Fleisch gefundenen Werte 
herangezogen werden. Einbeck fand im frischen Rinderfleisch 
pro Kilogramm 60 bis 112 mg Bernsteinsiure. Bei unsern Durch- 
stromungsversuchen kann als wirklich durchstrémte Muskulatur 
nur die der Hinterextremititen, durchschnittlich 250 g, gelten. 
Die Muskulatur der unteren Rumpfhilfte wurde zwar mitverarbeitet, 
doch war dies eigentlich iiberfliissig, da die nichtdurchstrémte, 
d. h. normale Kaninchenmuskulatur, Bernsteinsiure in nachweis- 
baren Mengen nicht enthilt. Aber selbst wenn das normale, 
frische Kaninchentleisch ebensoviel Bernsteinsiure enthielt wie 
das Rinderfleisch, also auf 250 g Muskulatur 15—28 mg Bern- 
steinsiure, hiitten wir nach der Durchstrémung mit Brenztrauben- 
siiure eine erhebliche Vermehrung der Bbernsteinsiure gefunden, 
nimlich 43—53 mg. In Wirklichkeit diirften die Werte sogar 
noch hdher sein, da sich unsere Zahlen auf analysenreine, mehrfach 
umkrystallisierte Substanz beziehen und da mit der Reinigung einer 
Substanz immer gewisse Verluste verkniipft sind. Also sprichen 
unsere Verluste, selbst wenn das Kaninchenfleisch normalerweise 
so viel Bernsteinsiure enthielte wie das Rinderfleisch, schon mit 
Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung der Bernsteinsiure aus 
der Brenztraubensiiure. Nun haben aber Kontrollversuche ergeben, 
daB das normale Kaninchenfleisch in Menge von 300—500 g 
weniger als 10 mg Bernsteinsiiure enthilt. Aus diesem Grunde 
halten wir es fiir sicher erwiesen, daB die ausschlieBlich bei der 
Durchstrémung mit Brenztraubensiure nachweisbare und in sechs 
derartigen Versuchen regelmifBig gefundene Bernsteinsiure aus der 
zugesetzten Brenztraubensiure entstandenist, da also Brenztrauben- 
siure in der Siugetiermuskulatur zu einem nicht geringen Teil in 
Bernsteinsiiure iibergeht. 


Diese Umsetzung findet nur bei Gegenwart von Sauerstot! 


statt. Die Tatsache, daB bei UberschuB von Sauerstoff keine 
Bernsteinsiiure gefunden wird, ist nur dadurch zu erkliren, dab 
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die gebildete Bernsteinsiure vom Siugetiermuskel sehr leicht oxy- 
diert wird und dadurch dem Nachweis entgeht (vgl. Abschnitt [1] 
dieser Arbeit). Bei dem Ubergang der Brenztraubensiiure in 
Bernsteinsaure ist gleichzeitig regelmiBig Ameisensiiure nachzu- 
weisen und zwar in erheblich griBeren Mengen als bei Durch- 
stromungsversuchen ohne Brenztraubensiiure. 


If. 

Ks fragt sich nun, auf welchem Wege sich der Ubergang der 
Brenztraubensaure in Bernsteinsiure vollzieht. [Dab die Reaktion in 
mehreren Zwischenphasen verlaufen mub, war bei der wesentlich ver- 
schiedenen Konstitution der Brenztraubensiiure und der Bernstein- 
siiure von vornherein klar. Folgende Méglichkeiten kamen in Betracht. 

1. In einer friiheren Mitteilung hatte der eine!) von uns die 
Vermutung ausgesprochen, daB die Brenztraubensiiure zuniichst 
in Kssigsiure und Ameisensiiure zerfiillt und daB dann, wie 
Thuuberg?) annimmt, zwei Molekiile Essigsiure unter Dehydrie- 
rung zu Bernsteinsiiure zusammentreten. Die erstere Ver- 
mutung griindete sich auf die Beobachtung Toenniessens’), 
dab Brenztraubensiure in Gegenwart von Muskelstiickchen und 
von Rivanol als Desinfiziens hydrolytisch in Essigsiiure und Ameisen- 
siure zerfallt. Der von Toenniessen*) beschriebene Versuch 
ergibt zwar stets das erwihnte Resultat, aber seine damalige 
Deutung war falsch. Denn aus spiteren, noch nicht veréffent- 
lichten Untersuchungen ging hervor, daB die Spaltung der Brenz- 
traubensiure in HKssigsiure und Ameisensiiure nicht durch die 
Muskulatur, sondern trotz des Zusatzes von Rivanol durch eine 
Staphylokokkenart bedingt ist, welche sich im Felle bzw. auf der 
Haut der Kaninchen findet und die regelmibig als Verunreinigung 
mit in die Versuchsfliissigkeit gelangt, wenn die Muskulatur nicht 
vollig aseptisch aus dem Tier gewonnen wird. Ist letzteres der 
Fall, doh. ist das Girgut steril, dann tritt keine Spaltung der 
Brenztraubensaiure durch die Muskelstiickchen ein (selbst nicht 
nach 14 Tagen). Gelangen aber die Kokken, wenn auch nur in 
kleiner Zahl, mit in die Versuchsfliissigkeit, dann vermehren sie 
sich trotz des Rivanolzusatzes ziemlich reichlich und vollziehen 
dabei die genannte Spaltung der Brenztraubensiiure in Essigsiiure 
und Ameisensiure. Durch die gleichzeitige Bildung der Ameisen- 


') Toenniessen, Verh. dtsch. Ges. f. i. Med. 1928, S. 252. 
*) Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd 40, S.1 (1920). 
‘) Toenniessen, Verh. dtsch. Ges. f. i. Med. 1927, S. 213. 
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siiure ist Acetaldehyd als Vorstufe der Essigsiure ausgeschlossen, 
da die Reaktion nach der Formel CH,-CO-.COOH + H,0 = 
CH,COOH + HCOOH verliuft. Auch lieB sich durch Zusatz von 
Calciumsulfit kein Acetaldehyd abfangen. Die Kokken vollziehen 
diese rein hydrolytische Spaltung der Brenztraubensdure auch, 
wenn sie in Reinkultur in eine sterile Lésung von neutralisierter 
Brenztraubensiure unter Zusatz von etwas Peptonbouillon ein- 
geimpft werden. 

Damit stand fest, daB die abgestorbene Muskulatur (Muskel- 
stiickchen und Muskelbrei) Brenztraubensiure nicht in Essigsiiure 
und Ameisensiure zu spalten vermag. Trotzdem wire es méglich, 
daB die iiberlebende, in ihrer anatomischen Struktur er- 
haltene Muskulatur die genannte Spaltung der Brenztraubensiiure 
vollzieht und dann aus Essigsiiure Bernsteinsiiure bildet. Aber 
auch dies lieB sich mit Sicherheit ausschlieBen. Denn bei den 
Durchstrémungsversuchen mit Brenztraubensiure lieB sich nie 
Essigsiiure nachweisen, selbst wenn mehrere Gramm Brenztrauben- 
siure umgesetzt worden waren. Setzte man aber der Durch- 
strémungsfliissigkeit nur 120 mg neutralisierte Essigsiure zu (ohne 
Brenztraubensiiure), dann wurde nach einstiindiger Durchstrémung 
stets ein Teil dieser geringen Menge Essigséure wiedergefunden. 
Wenn also die Brenztraubensiiure von der Muskulatur in Kssig- 
siure (und Ameisensiiure) gespalten worden wire, dann hitte sich 
bei der Umsetzung von mehreren Gramm Brenztraubensiure stets 
Essigsiiure finden lassen miissen. Da dies aber nicht der Fall 
war, so war es unmédglich, da8 die verschwundene Brenztrauben- 
siiure in Essigsiure iibergegangen war. 

AufSerdem wurde inDurchstrémungsversuchen mit Hssig- 
siure nie Bernsteinsdure gebildet. So ist es aus mehreren 
Griinden mit Sicherheit ausgeschlossen, daB die Brenztraubensiure 
auf dem Wege iiber die Essigsiiure in Bernsteinsaéure iibergelt. 

2. Es wire denkbar, daB die Brenztraubensaiure zuniichst in 
Acetaldehyd und Kohlensiure zerfillt, ein Vorgang, den bekanntlich 
Neuberg!) bei der Hefe und anderen Spaltpilzen entdeckt und 
als carboxylatische Spaltung der Brenztraubensiure beschrieben 
hat. Die weitere Reaktionsfolze vom Acetaldehyd ab kann nach 
den vorausgegangenen Erérterungen nicht iiber die Essigsiiure 
fiihren, da der Muskel aus Essigsiiure keine Bernsteinsiiure bildet. 
Es bliebe demnach nur die Méglichkeit, daB der Acetaldeliyé 


') Neuberg, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3624 (1922). 
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durch Aldolkondensation in f-Oxybuttersiurealdehyd und dann 
durch Oxydation in #-Oxybuttersiiure und Acetessigsiiure iibergeht. 
Zuletzt miibte sich die Acetessigsiure unter Oxydation in Bernstein- 
siure umlagern. Dies ist aber chemisch kaum denkbar und auch 
biologisch nicht wahrscheinlich. Denn sonst miiBte die Umwandlung 
von Fettsaure in Zucker ganz leicht vom Organismus vollzogen 
werden, wofiir aber in Wirklichkeit bisher kein Anhaltspunkt besteht. 
AuBerdem ist aber schon die erste Stufe dieser Reaktions- 
folge, nimlich die Bildung von Acetaldehyd aus Brenztraubensiure 
in Frage zu ziehen. Denn es liegen einwandfreie Versuche, die 
eine irgendwie erheblichere Spaltung der Brenztraubensiiure in 
Acetaldehyd (und CO,) durch tierische Gewebe beweisen und 
die dabei jede Mitwirkung von Bakterien ausschlieBen, unseres 
Erachtens nicht vor (vgl. Levene und Meyer’), Simon und 
Aubel?), Wetham*) und Briggs*) und zahlreiche eigene Ver- 
suche). Bei Versuchen, die ich gemeinsam mit Brinkmann 
ausfiihrte (noch nicht verdéffentlicht) zeigte sich, daB im Fell des 
Kaninchens und Meerschweins auBer der obenerwihnten Staphylo- 
kokkenart, welche Brenztraubensiure hydrolytisch in Kssigsiure 
und Ameisensiure spaltet, noch eine weitere Staphylokokkenart 
kleinere Kinzelindividuen und kleinere, farblose Kolonien) vor- 
kommt, welche Brenztraubensiiure carboxylatisch sehr ener- 
sisch in Acetaldehyd und CO, zerlegt. Wird nicht voll- 
kommen steril gearbeitet, so kommen diese Kokken sehr leicht 
mit in das Gargut und tiuschen eine Carboxylasewirkung der 
zugesetzten Gewebe vor. Lediglich Rivanol geniigt nicht, um die 
Wirkung der Kokken véllig auszuschalten, wie wir uns schon 
iberzeugt haben. Sie wachsen dann zwar langsamer, doch ge- 
niigt dieses Wachstum immerhin zur Bildung der sehr gering- 
fiigigen, bisher auf tierische Gewebe zuriickgefiihrten Bildung von 
Acetaldehyd aus Brenztraubensdure. Wir halten es deshalb 
liir méglich, daB die bisherigen, sehr vereinzelt dastehenden 
Beobachtungen iiber eine deutliche Carboxylasewirkung tierischer 
Zellen durch Infektion des Girguts mit carboxylatisch wirksamen 
Bakterien zu erkliren sind. Wir werden auf diese Frage in 
elner besonderen Arbeit iiber tierische Carboxylase noch zuriick- 
kommen. Aber in bezug auf das vorliegende Problem erscheint 


') Levene u. Meyer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 443 (1914). 

*) Simon u. Aubel, C. R. Bd. 176 (1923). 

*) Wetham, Austral. Jl. exp. Biol. a med. Sci. Bd. 4, S. 35 (1927). 
*) Briggs, Jl. of Biol. Chem. Bd. 71, 8. 67 (1926). 
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das Auftreten von Acetaldebyd als Zwischenprodukt schon aus 


den vorerwihnten Griinden als unmdglich. 

3. Da die Brenztraubensiure nur bei Anwesenheit von 
Sauerstoff verschwindet, liegt die Annahme nahe, daB die 
erste an ihr einsetzende Verinderung keine Spaltung, sondern 
eine Oxydation bzw. Dehydrierung ist. Durch Dehydrierung 
zweier Molekiile Brenztraubensiiure, also durch oxydative Synthese, 
kénnte ein Polymerisationsprodukt entstehen und dieses kiénnte 
durch hydrolytischen Zerfall Bernsteinsiure und Ameisensiiure 
bilden. Hierdurch wiirde sowohl die Tatsache, daB die Brenz. 
traubensiure nur bei Gegenwart von Sauerstoff verschwindet, als 
auch die Tatsache, dab gleichzeitig mit der Bernsteinsiure stets 
Ameisensiure in erheblichen Mengen auftritt, eine ungezwungene 
Erklirung finden. Die chemische Formulierung fiir diesen Vor- 
gang wire folgende: 

1 CH,-CO-COOH + CH, -CO-COOH—2H 
> COOH-CO-CH,-CH,-CO- COOH 


2  COOH-CO-CH,-CH,-CO-COOH + 2H,0 
> COOH-CH,CH,- COOH + 2HCOOH 


Wir halten diese Reaktionsfolge fiir wahrscheinlich. Ks ist 
uns zwar bisher nicht gelungen, das Polymerisationsprodukt (a-0- 
Diketoadipinsiure) sowie andere Substanzen mit Carbonylgruppen 
aus der Muskulatur zu isolieren (mittels Semicarbazid und p-Nitro- 
phenyl-hydrazin), doch ist es méglich, ja sogar wahrscheinlich, dat 
das Polymerisationsprodukt sehr rasch (oder wenigstens rasche 
als es gebildet wird) in bernsteinsiure und Ameisensiure zeriillt 
und so dem Nachweis entgeht. Zunichst wiren Versuche mit 
synthetisch dargestellter «-d-Diketoadipinsiure anzustellen; sollte 
sich dabei zeigen, daB die fragliche Substanz bei der Durch: 
strémung von Muskulatur oder vielleicht schon durch Muskelbre! 
oder Muskelextrakte in Bernsteinsiiure und Ameisensiiure zerfillt. 
dann wire unsere Vermutung wohl bewiesen. 


Il. 


Die erhobenen Befunde haben folgende Bedeutung fiir det 
Kohlehydrat-, EiweiB- und Fettstofiwechsel. 

1. Kohlehydratstoffwechsel. 

Der Traubenzucker verbrennt biologisch bekanntlich nic!" 
unmittelbar zu Kohlensiure und Wasser, sondern vielmehr au 
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nachgewiesenen Ubergang der Brenztraubensiiure in Bernsteinsiiure 
ist der Ring von aufeinanderfolgenden Abbaustufen des Trauben- 
zuckers liickenlos geschlossen, wenigstens fiir einen Weg, ver- 
mutlich sogar den Hauptweg der Kohlehydratverbrennung. Dies 
ergibt sich klar aus der folgenden Ubersicht iiber die bisher 
bekannten Zwischenstufen des Zuckerabbaues. 

Die mit der Nahrung zugefiihrten Kohlehydrate werden als 
Hexosen resorbiert und von der Leber auf dem Wege iiber das 
Glykogen, von der Muskulatur auf dem Wege iiber das von 
Kmbden’) entdeckte Lactacidogen (Hexosemonophosphorsiiure) in 
eine labile, strukturell noch nicht niher bekannte ,,Reaktions- 
form“ (Laquer’) der Glucose iibergefiihrt. Diese Reaktionsform 
wird jetzt von den meisten Autoren als notwendig fiir die An- 
creifbarkeit des Zuckermolekiils durch tierische Zellen anerkanut, 
doch wird sie von den einzelnen Forschern noch verschieden be- 
zeichnet; Lundsgaard®*) und Mitarbeiter nennen sie Neoglucose, 
Kuler‘) und Mitarbeiter Bioglucose, wieder andere Autoren(Forest, 
Smith und Winter’), Hewitt und Pryde®) bezeichnen sie mit 
einem aus der Chemie entlehnten, aber noch gar nicht niher 
geklirten Begriff der 7-Glucose. Die von Laquer eingefiihrte 
Bezeichnung ,,Reaktionsform“ des Traubenzuckers diirfte zuniichst 
wohl die beste sein. 

An dieser Reaktionsform setzt (ohne Sauerstoffverbrauch) die 
Spaltung der Sechskohlenstoffkette in die Dreikohlenstoffkette ein, 
es entsteht Methylglyoxal. Die Bildung des Methylglyoxals aus 
Hexosephosphat durch Muskelbrei oder Muskelextrakt (also fermen- 
tativ) wurde zuerst von Toenniessen und Fischer’) nach- 
gewiesen (Identifizierung durch die Farbreaktion von Denigés 
und das charakteristische Spektrum dieser Reaktion sowie durch 
den Schmelzpunkt des p-Nitrophenylosazons}. Dieser Befund 
wurde von Ariyama§) bestitigt und zuletzt mit  prinzipiell 
gleicher Versuchsanordnung (d. h. mit Verwendung von Hexose- 
phosphat), nur anderer Identifizierung des Methylglyoxals (2,4-Di- 





) Embden u. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 114 (1927). 
*) Laquer, Klin. Wochenschr. Jahrg. 4, S. 560, 604 (1925). 
’) Lundsgaard u. Hollboell, Jl. of Biol. Chem. Bd. 65, S. 68, 70 
0/26). 
*) Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 165, S. 121 (1927). 
*) Forest, Smith u. Winter, Jl. of Physiol. Bd. 57, 8. 224 (1923). 
*) Hewitt u. Pryde, Biochem. Jl. Bd. 14, S. 395 (1920). 
‘) Toenniessen u. Fischer, Diese Zs. Bd. 161, S. 254 (1926). 
*) Ariyama, Chem. Zbl. 1928, Nr. 9 und 13. 
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nitrophenylhydrazin) von Marthe Vogt’) in Neubergs Institut 
nochmals erhoben und durch Elementaranalyse definitiv gesichert. 
Marthe Vogt konnte durch die von ihr angewendete Methode 
auch die quantitativen Verhiltnisse weitgehend aufkliren und 
fand, daB 27,4°/, der aus Hexosediphosphat freigewordenen 
Reaktionsform des Traubenzuckers in Methylglyoxal iibergehen. 
Damit ist auch die groBe Bedeutung der Methylglyoxalbildung 
fiir den Kohlehydratabbau nachgewiesen. Das Methylglyoxal 
diirfte in den Ké6rpersaften wie iiberhaupt in wiBriger Loésung 
als Hydratform (die Ketogruppe des e-Kohlenstoffatoms hydrati- 
siert) vorhanden sein (Neuberg’). Bis zum Methylglyoxal ver 
liuft der Zuckerabbau ohne Sauerstoffverbrauch, Am Methy]l- 
glyoxal beginnt nun die Oxydation (vgl. Toenniessen und 
Fischer*®) sowie neuerdings Thannhauser*) und es entsteht 
Brenztraubensiure. Ein groBer Teil des Methylglyoxals entgeht 
der Oxydation, weil er durch die Glyoxalase (Dakin und Dudley’, 
Ketonaldehydmutase nach Neuberg®) in Milchsiure tbergefihit 
und diese vermutlich nicht weiter oxydiert, sondern zu Glykogen 
wieder aufgebaut wird (vgl. unten die Ausfihrungen tiber Milch- 
siure). Die von Dakin und Dudley gefundene, nur vom 
Pankreas gebildete Antiglyoxalase’) verhindert den vollstindigen 
Ubergang des Methylglyoxals in Milchsiure und hat nach der 
von Toenniessen®) bereits friiher geiuBerten Ansicht die Be- 
deutung, daB ein Teil des entstehenden Methylglyoxals nicht in 
Milchsaéure tibergeht und infolgedessen der Oxydation zugiinglicli 
bleibt. 

Durch die Oxydation des Methylglyoxals entsteht zuniichst 
Brenztraubensiiure. Einen analogen Oxydationsvorgang haben 
Dakin und Dudley’), durch den Ubergang von Phenylglyoxa! 
in Phenylglyoxylsiure nachgewiesen. Die Bildung der Brenztrauben- 
siiure im Siugetiermuskel ist durch die jiingsten Arbeiten vor 


he, oe.. 


1) Marthe Vogt, Klin. Wochenschr. Jahrg. 8, 8. 793 (1929). : 
*) Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 191, 8. 466 (1929). ' 
*) Toenniessen u. Fischer, Diese Zs. Bd. 161, 8. 264 (1926). 
‘) Thannhauser, Stoffwechsel und Stoffwechselkrankheiten, Berg 
mann-Miinchen 1929, S. 262. 
5) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, 15, 16, 17 (1915 14 
6) Neuberg, Biochem Zs. Bd. 49, S. 502 (1913); Bd. 51, S. 454 (191° 





7) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, 8. 423 (1913); Bd. |! } 


S. 505 (1914). 
’) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 8. 29 (1914). 
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Am. Hahn!) und Mitarbeitern sichergestellt. Diese Autoren fanden, 
daB Brenztraubensiiure zwar nicht im Muskel priiformiert ist, dab 
sie aber bei Gegenwart von Sauerstoff oder Methylenblau (als 
Wasserstoffacceptor) sich bildet und durch Semicarbazid abgefangen 
werden kann, und zwar sogar in auffallend groBen Mengen. 
‘Iahn glaubt, daB die Brenztraubensiiure durch Dehydrierung 
ver Milchsiure entsteht, da Zusatz von Milchsiiure (als Laktat) 
iie Ausbeute von Brenztraubensiure steigert. Ich halte es aber 
fiir wahrscheinlicher, daB die Milchsiure erst wieder zu Kohle- 
vdrat synthetisiert wird (wenigstens bis zur Reaktionsform des 
-raubenzuckers), denn Meyerhof?*) hat die Méglichkeit dieser 
Xesynthese auch fiir den zerkleinerten Muskel nachgewiesen; 
dieses aus Milchsiiure aufgebaute Kohlehydrat liefert dann durch 
Zerfall in Methylglyoxal und dessen Oxydation die Brenztraubensiiure. 
‘iierfiir spricht meines Erachtens auch die Beobachtung Hahns, dab 
vei Zusatz von Milchsiure auch ohne Sauerstoff und Methylen- 
blau Brenztraubensiure gebildet wird, jedoch nur ungefihr die 
Hilfte. Dies ist unseres Erachtens dadurch zu erkliren, daB bei 
Anwesenheit eines Wasserstoffacceptors das ganze (nicht in Milch- 
siiure tibergefiihrte) Methylglyoxal zu Brenztraubensiure oxydiert 
wird, dagegen bei Abwesenheit eines Wasserstoffacceptors durch 
Caunizzaroreaktion nur die Hilfte des Methylglyoxals in Brenz- 
traubensaure tibergeht. Da die Mitteilungen von Am. Hahn sich auf 
Klementaranalysen stiitzen, miissen sie als beweisend angesehen 
werden. Die Brenztraubensiure ist demnach ein Zwischenprodukt 
des oxydativen Kohlehydratabbaues in der Siugetiermuskulatur, 
und zwar entsteht sie unseres Erachtens wohl ausschlieBlich aus 
dem Methylglyoxal. 

An der Stufe der Brenztraubensiure setzen nun die in der 
vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde ein. Die Brenztrauben- 
siure geht in Bernsteinsiure iiber. Zwei Molekiile Brenztrauben- 
siiure liefern, da sich der Weg iiber Acetaldehyd und KEssigsiure 
sicher ausschlieBen lief, durch Dehydrierung ein Polymerisations- 
produkt, aus dem hydrolytisch durch Amcisensiiure-Abspaltung 
Bernsteinsiure entsteht. Damit ist die Moglichkeit des Uber- 
ranges einer Dreikohlenstoffkette in eine Viererkette mit 2 Car- 
boxylgruppen erbracht und die Bedeutung der Bernsteinsiiure 
und ihrer nichsten Oxydationsprodukte als Zwischen- 
produkte des Kohlehydratabbaus klargestellt. 


') Hahn, Fischbach u. Haarmann, Zs. Biol. Bd. 88, S. 516 (1929). 
*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1920). 


‘ioppe-Seyler’s Zoitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXVII. 1] 
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Die Bernsteinsiure wurde bekanntlich zuerst von EKinbeck! 


im Muskelfleisch gefunden, ebenso ihre in der Muskulatur er. 
folgende Oxydation zu Fumarsiure. Batelli und Stern?) gabex 
bereits 1910 an, daB Bernsteinsaiure durch Muskelbrei zu Apfel- 
siure oxydiert wird; allerdings war die Apfelsiiure, wie Einbeck | 


richtig bemerkt, nicht absolut sicher identifiziert. In den letzte, 
Jahren haben Clutterbuck*) sowie Needham‘) ebenfalls dic 
leichte Oxydierbarkeit der Bernsteinsiure zu Fumar- bzw. Apfel. 
siure pachgewiesen. Von Interesse ist, dab der Zusatz von Bern. 
steinsiiure zu Muskelbrei den Sauerstoffverbrauch steigert bzv. 
die Methylenblaufarbung beschleunigt. (Batelli und Stern’, 
Thunberg’), Euler, Nilsson und Jansson’), also ebenso wie 
die Milchsiure und Brenztraubensiure (Meyerhof)§) als’ oxy- 
dationsférdernder Reiz auf die Muskulatur als_ ,Schrittmache: 
der Atmung“ wirkt. Dies scheint demnach eine den Zuckerabbau.- 
produkten allgemein zukommende Wirkung zu sein. In letzte 
Zeit konnten B. Fischer®) sowie A. Hahn und Haarmann”’ 
den Nachweis fiihren, dab Bernsteinsiure im Muskelbrei bei Gegen. 
wart von Methylenblau (als Wasserstoffacceptor) zunachst zu Fumar- 
siure dehydriert wird und da® diese durch Wasseraufnahme iv 
Apfelsiiure iibergeht. Ferner beobachteten Hahn und Mit. 
arbeiter™), daB aus Apfelsiiure durch weitere Dehydrierung Oxal- 
essigsiure entsteht. Die Oxalessigsiure geht nun sehr leicht in Brenz- 
traubensiiure iiber, indem sie CO, abspaltet. Dieser Vorgang tritt. 


wie Hahn fand, bereits spontan in wasseriger Lésung ein, er wird aber § 


durch Zusatz von Muskelbrei (vielleicht durch Elektrolytwirkung 
beschleunigt (nach dem von Hahn angegebenen Beispiel um 30°. 
Dies ist aber kein karboxylativer Vorgang. 

Nachdem die Oxalessigsiure in Brenztraubensiure _iiber- 
gegangen ist, wiederholt sich jetzt die gleiche Oxydationsreihe 
wie sie zuerst an der aus Methylglyoxal entstandenen Preuz- 


') Einbeck, Diese Zs. Bd. 87, 8S. 145; Bd. 90, 8S. 304 (1913/14). 
*) Batelli u. Stern, Biol. Chem, Zs. 30, S. 172 (1910) 
°) Clutterbuck, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 512 (1927). 
*) Needham, Biochem. Jl. Bd. 21, 8S. 739 (1922). 
») Batelliu.Stern, Biol. Chem. Zs. Bd. 30,8. 172(1911); Bd. 25,8. 421911 
6) Thunberg, Skand, Arch. Physiol. Bd. 22, S. 430 (1909); Bd. 2 
S. 28 (1910). 
7) Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 165, S. 121 (1927). 
*) Meyerhof, Klin. Wochenschr. Jabrg. 4, S. 841 (1925). 
) B. Fischer, Chem. Ber. Bd. 60, 5. 2257 (1927). 
1) Am. Hahn u. Haarmann, Zs. Biol. Bd. 87, 8S. 107 (1928). 
') Hahn, Haarmann u. Fischbach, Zs. Biol. Bd. 88, 8. 587 192" 








eck! 
r er. 
raben 
\ pfel- 
beck 
tzter 
s die 
A pfel- 
Bern- 
baw, 
orn), 
0 wie 
OXY- 
ache! 
bban- 
letzte 
vn?! 
Fee). 
‘umar: 
me iW 
Mit- 
Oxal- 
Brenz- 
g tritt. 
‘d aber 
rkung 
30 /.\ 


uber: 
nsreihe 
Brenz: 


). 


(1911 


Bd. 24 








— 





(‘ber den oxydativ. Abbau d. Kohlehydrate im Saugetiermuskel usw. 155 


traubensaure einsetzte. Die Zwischenstufen des oxydativen Kohle- 
hydratabbaues reihen sich demnach folgendermaBen aneinander: 


1. Hexosemonophosphorsiiure (Lactacidogen) 


¥ 
2. Reaktionsform des Traubenzuckers 
Y 
38. 2 Molekiile Methylglyoxal 
Y 
4. 2 Molekiile Brenztraubensiure 
Y 
5. Polymerisationsprodukt (unter Dehydrierunyg) 
| 
Y 


6. Bernsteinsiure + zwei Molekiile Ameisensiiure 


| | 
Y v 


Fumarsiiure CO, + H,O 
, v 
Apfelsiure 
Y 
9, Oxalessigsiure 


| 
Y 


10. Brenztraubensiure. 

Hierauf wiederholt sich der ProzeB wie von Stufe 4 ab. 

Berechnet man bei dieser Art des Kohlehydratabbaues die 
gebildete Kohlenséure und den verbrauchten Sauerstoff, so erhilt 
man den respiratorischen Quotienten 1. Daraus geht hervor, dab 
es sich bei dieser Reaktionsfolge um Verbrennung, nicht um 
andersartigen Abbau des Zuckers handelt. 

Die Frage, ob die Brenztraubensiiure auger ihrem Ubergang 
in Bernsteinsiure noch auf anderen Wegen oxydiert werden kann, 
etwa unter unmittelbarem Zerfall in einfachere Bruchstiicke, wie 
Ameisensdure, Kohlensiure und Wasser, méchten wir noch offen 
lassen. Hinsichtlich der tibrigen Zwischenprodukte glauben wir 
iedoch, daB die oben dargestellte Reihenfolge den Hauptweg der 
/ckerverbrennuug darstellt. 

Die Milchsiure und der Acetaldehyd sind unseres Er- 
achtens nicht unter die Zwischenprodukte des oxydativen 


~1 


ie @ 


Zuckerabbaues zu rechnen, auch nicht unter diejenigen Zwischen- 


produkte der Zuckerverbrennung, die an sich ohne Oxydation 
aus ihrer Vorstufe entstehen. 

Die Milchsaure entsteht bekanntlich anaerob (Fletcher 
uud Hopkins}), Meyerhof?), und zwar zeitlich in einem be- 

') Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol., Bd. 35, 5. 247 (1907); 
bd. 43, S. 286 (1911); Bd. 47, S. 361 (1918). 

) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 175, S. 182, 185, 188, 191, 195, 204. 
2° 
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stimmten Zusammenhang mit der Muskelkontraktion. Diese ist i) 


chemischer Hinsicht mit einem Zerfall der ,,Tatigkeitssubstanzen ‘ | 


des Muskels (K{mbden?) verbunden, und zwar entsteht die Milch- 
siure durch den Zerfall des Lactacidogens, wobei nach Embden 
die Bildung der Phosphorsiiure der Milchsiurebildung zeitlich, 
vorausgeht. Wahrscheinlich zerfaillt das Lactacidogen zuniichst 
in Phosphorsiure und in die Reaktionsform des Traubenzuckers: 
letztere geht zunichst in Methylglyoxal und dieses zum grofter 
Veil in Milchsiure iiber. Die Milchsiiure ist also ,,stabilisiertes 
Methylglyoxal* (Neuberg’), Marthe Vogt?*). In der Erholungs- 
phase des Muskels wird die Milchsiiure, wie Meyerhof nachwies, 
zum weitaus gréBten Teil wieder zu Glykogen aufgebaut;: ein 
kleiner Teil oder, wie schon Meyerhof*) sagt, ein dem Sauer- 
stoffverbrauch entsprechendes Kohlehydratiquivalent, 
wird oxydiert. Meyerhof behauptet also nicht mit Bestimmtheit. 
da Milchsiure selbst verbrannt wird. In Ubereinstimmung mit 
Woodyatt®), Lusk®, Gottschalk‘) sowie Thannhauser* 
modchten wir bezweifeln, daB die Milchsiure in den tierischen 
Geweben der Oxydation unterliegt. Wir vermuten vielmebhr, daf 
die simtliche bei der Muskelkontraktion gebildete Milchsiiure 
zu Giykogen bzw. Reaktionsform des Traubenzuckers synthetisiert 
wird, und daB die Oxydation beim Zuckerbau nicht an der Milch- 
siiure, sondern am Methylglyoxal, soweit es nicht in Milchsiiure 
iibergeht, einsetzt (vgl. hierzu Toenniessen und Fischer”, 
Thannhauser’) Auch die Tatsache, daB Milchsiurezusatz den 
Sauerstoffverbrauch im Muskelbrei steigert bzw. die Entfarbung 
zugesetzten Methylenblaus beschleunigt, beweist nicht, dab die 
Milchsiiure selbst oxydiert wird. Ebenso sind die Beobachtungen 
Ain. Hahns?**), aus denen er auf eine Oxydation der Milchsiiure 
zu Brenztraubensiure schlieBt, unserer Ansicht nach anders zu 














') Embden, Klin. Wochensehr. Jahrgz. 7, 8S. 628 (1927. 
*) Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 152 (1911) 
°) Marthe Vogt, Klin. Wochenschr. Jahrg. 8, S. 793 (1929). 
') Meyerhof, Klin. Wochenschr. Jahrg. 1, S. 232 (1922). 
°) Woodyatt, Wells Chem. Pathol. Philadelphia u. London 191). 
®) Lusk, Vortrag im College of Physicians in Philadelphia 1916 sowie 
Biochem. Zs. Bd. 156, S$. 334 (1925). 
') Gottschalk, Kohlehydratumsatz in tierischen Zellen, Jena 1925, 5.1 
5) Thannhauser, Stoffwechsel und Stoffwechselkrankheiten, Berg 
mann 1929, S. 262. 
-*) Toenniessen u. Fischer, Diese Zs. Bd. 161, S. 262 (1926). 
Am. Hahn, Fisehbach u. Haarmann, Zs. Biol. Bd. 88, 5 


(1929), 
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erkliren (vgl. Absatz II dieser Arbeit). Welche spezifische Wir- 
kung die Milchsiure bei der Muskelkontraktion hat, steht noch nicht 
fest; auf jeden Fall bat ihre Bildung und ihre Synthese zu Kohle- 
hydrat irgendwie mit der Entladung und Wiederaufladung des 
_Muskelakkumulators“ (Embden!) zu tun, doch gehért ihre Um- 
setzung, der sogenannte ,,Kreislauf der Milchsiure“, nicht unmittel- 
bar zu den chemischen, oxydativen Prozessen, welche die fiir 
die Wiederaufladung des Muskelakkumulators nétige Energie liefern. 

Was den Acetaldehyd betrifft, so ist zwar festgestellt, daB 
er im Siugetierorganismus vorkommt (Stepp’) bzw. im Siiugetier- 
organbrei gebildet wird (Neuberg und Gottschalk’*), Toen- 
niessen‘) und es ist auch wahrscheinlich, daB er von den Kohle- 
hydraten abgespalten wird. Seine Entstehung aus Brenztrauben- 
siiure halten wir jedoch, wie bereits im zweiten Teil dieser Arbeit 
erdrtert, fiir fraglich. Vielleicht wird er vom Glykogen oder der 
Reaktionsform des Traubenzuckers unmittelbar abgespalten. Man 
glaubte schon friiher, noch bevor der Acetaldehyd im Siugetier 
nachgewiesen war, daB8 die Bildung von Fett (bzw. Fettsiuren) 
aus Zucker iiber Acetaldehyd als Zwischenprodukt verlaufen 
miisse (Acetaldehyd —-» Aldol —-> #-Oxybutterséure). In den 
letzten Jahren hat man jedoch unter dem Kindruck der Ansichten 
Neubergs, Gottschalks u. a. diese Vermutung wieder auf- 
gegeben und in dem Acetaldehyd lediglich ein Oxydationsprodukt 
des Zuckers gesehen. Wir vermuten jedoch, wie der eine yon 
uns (Toenniessen®) bereits kurz mitgeteilt hat, daB der Acetal- 
dehyd weniger zu den Oxydationsstufen des Zuckers gehort, sondern 
vorwiegend ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Zucker 
in Fett ist. Diese Frage soll durch Untersuchungen mit Fett- 
gewebe, welches fiir die chemischen Prozesse der Fettbildung aus 
Kohlehydrat wohl am stirksten in Frage kommt (vgl. Schur und 
Liw®), geklart werden. 

Fiir den EiweiBstoffwechsel haben die beobachteten Tat- 
sachen folgende Bedeutung. Nach Otto Neubauer’) werden die 


1) Embden, Klin. Wochenschr. Jahrg. 6, 5. 631 (1927). 

*) Stepp, Biochem. Zs. Bd. 107, S. 60 (1920); Diese Zs. Bd. 114, S. 301 
(1921). 
| *) Gottschalk, Klin. Wochenschr. Jahrg. 2, S. 1458 (1923); Biochem. 
Zs. Bd. 146, S. 164 (1928). 

*) Toenniessen, Klin. Wochenschr. Jahrg. 3, S. 212 (1924). 

*) Toenniessen, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1928, S. 252. 

*) Schur u. Léw, Wien. Klin. Wochenschr. Nr. 7 und 8 (1928). 

‘) Otto Neubauer, Dtsch. Arch. Kiin. Med. Bd. 95, S. 211 (1909). 
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a-Amidosiuren iiber g-Ketosiuren abgebaut (wenigstens zum Teii, 
Diese e«-Ketosiuren kénnten weiterhin, da ein carboxylatisches 
auf «-Ketonsiiuren eingestelltes Ferment im Saugetier bisher 
nicht einwandfrei erwiesen ist, durch ein hydrolytisches Ferment, 
wie wir es beim Abbau des Polymerisationsproduktes der Brenz- 
traubensiiure angenommen haben, weiter zerlegt werden, wobei die un 
ein Kohlenstoffatom armere Fettsiiure sowie Ameisensiure entsteht: 

1 R—CHNH,-COOH —-—> R-CO-COOH 

2 R-CO-COOH + H,O = R- COOH + HCOOH. 


Die Annahme einer Carboxylase nach Art der Hefe wiirde 
dadurch fir die Erklirung des Saugetierstoffwechsels iiberfliissig, 
da eine Hydrolase den Abbau der e-Ketonsiuren vollziehen kann. 

Fiir den Fettstoffwechsel sind unsere Beobachtungen be- 
sonders hinsichtlich der Essigsiiure von Interesse. Es hat sich 
gezeigt, daB im Kaninchenmuskel Essigséure nicht aus Brenz- 
traubensiiure entsteht und daB Essigséure keine Bernsteinsiiure 
liefert. Der Thunbergschen') Theorie tiber die Bildung der 
Bernsteinsiure aus Essigsiiure im Muskel ist damit der Boden 
entzogen. In diesem Zusammenhang muB ich auf einen Irrtum 
Thannhausers’) hinweisen, der ihm in seinem kirzlich er- 
schienenen, ausgezeichneten Buche ,,Stofiwechsel und Stoffwechsel- 
krankheiten“ unterlaufen ist. Er schreibt nimlich auf 8. 264, 
daB8 Wieland bzw. sein Schiiler B. Fischer’) und gleichzeitig 
Am. Hahn‘) die Theorie Thunbergs experimentell erwiesen 
hitten. Diese Autoren haben aber nicht die Dehydrierung 
der Kssigsiure zu Bernsteinsiure (wie Thannhauser azitiert, 
sondern die Dehydrierung der Bernsteinsaiure (artefiziel! 
zugesetzter) zu Fumarsiaure durch Methylenblau und Muskelbrei 
beschrieben. 

Die Thunbergsche Theorie wire, wenn sie zutrafe, nicht 
nur fiir den Kohlehydratabbau, sondern auch fiir den Fettstofi- 
wechsel von gréBter Bedeutung. Die héheren Fettsiuren werden 
bekanntlich nach Knoop) durch Oxydation am f-Kohlenstofi- 
atom abgebaut, wobei dauernd Essigsiure abgespalten wird. Hiitte 


') Thunberg, Skand. Arch, Physiol. (Berlin u. Leipzig) Bd. 40, >! 
(1920). 

*®) Thannhauser, Stoffwechsel und Stoffwechselkrankheiten, bers 
mann-Miinchen, 1929. 

4) B. Fischer, Chem. Ber. Bd. 60, S. 2257 (1927). 

‘) Am. Hahn u. Haarmann, Zs. Biol. Bd. 87, S. 107 (1928). 

5) Knoop, Hofm. Beitr. Bd. 6, S. 150 (1904). 
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sich bei den Durchstrémungsversuchen der Ubergang von Essig- 
siure in Bernsteinsiure (wie Thunberg annimmt) feststellen 
lassen, so wire damit die Méglichkeit erwiesen, daB Fettsiiuren 
iu Kohlehydrat tibergehen kénnen. Denn die Bernsteinsiiure und 
ihre nachsten Oxydationsstufen gehéren, wie durch unsere Beob- 
achtungen erwiesen, zu den Zwischenprodukten des Kohlehydrat- 
stoffwechsels und sind, wie Cremer’) lingst festgestellt hat, 
Glykogenbildner. Fir die Muskulatur besteht nach unseren Ver- 
suchen die Méglichkeit der Umwandlung von Fettsiuren in Kohle- 
lydrat nicht. Bereits im Gang befindliche Versuche zeigen, dab 
die Essigsiure sowohl bei der Muskeldurchstrémung als auch bei 
subkutaner Injektion am lebenden Tier eine erhebliche Mehr- 
ausbeute an Ameisensiure liefert. Da ihr Abbau iiber Oxalsiiure 
auszuschlieBen ist (diese wird vom Siugetier unverindert wieder 
ausgeschieden), nehmen wir einstweilen an, daB die Essigsiure 
zunichst bis zur Glyoxylsiure oxydiert und diese unter Wasser- 
aufnahme in zwei Molekiile Ameisensiure gespalten wird. Also 
wire auch beim Abbau der Essigsiure bzw. der Glyoxylsiure 
eine Hydrolase wirksam. 


Zusammenfassung. 


Brenztraubensiure geht bei der Durchstrémung von Sauge- 
tiermuskulatur in Bernsteinsiure iiber. Gleichzeitig ist regelmiBig 
wesentlich mehr Ameisensiure zu finden als in den Kontroll- 
versuchen. 

Bei dem Ubergang der Brenztraubensiure in Bernsteinsiure 
konnte sowohl Essigsiure als Acetaldehyd als Zwischenprodukt 
sicher ausgeschlossen werden. Da die Reaktion nur bei Sauer- 
stoffzufuhr zustande kommt, ist anzunehmen, daB die Brenztrauben- 
siure unter Dehydrierung zunichst polymerisiert wird und daB 
das Polymerisationsprodukt hydrolytisch in Bernsteinsiiure und 
Ameisensiure zerfallt. 

Der nachgewiesene Ubergang der Brenztraubensiure in Bern- 
steinsiure erméglicht es, eine liickenlose Reihenfolge von Zwischen- 
produkten des oxydativen Zuckerabbaues aufzustellen. 

Auf die Bedeutung der hydrolytischen (nicht carboxylatischen) 
Spaltung der «-Ketonsiuren fir den EiweiB- und Fettstoffwechsel 
wird hingewiesen. Das wirksame Ferment beim Abbau der 
«-Ketonsiuren und der aus Essigsiure entstehenden Glyoxylsiure 
scheint keine Carboxylase, sondern eine Hydrolase zu sein. 





‘’ Cremer, Berliner Klin. Wochenschr. 1913. 














Uber den Mechanismus der Umwandlungen von Phosphor- 
verbindungen bei der Autolyse des Muskels. 


Von 





D. Ferdmann. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 192%.) 


Die Phosphorverbindungen spielen in der Dynamik de 
Muskelkontraktion eine éuBerst wichtige Rolle. Zur Klarune e- 
Mechanismus der Umwandlungen von Phosphorverbindungen }) 
den Muskeln unternahmen wir eine Reihe von Versuchen 
Muskelbrei in vitro. 

Kriiher hatten wir bereits festgestellt!), daB beim = Steheu- 
lassen von Muskelbrei des M. pectoralis einer Taube (der dure): 
Zerreiben im Wasser mit Quarzsand gewonnen wird) bei Zimmoer- 
temperatur in der Regel schon in den ersten Minuten ein e!- 
mihlicher Sehwund der O-Phosphorséure nachweisbar wir. 
Unsere Untersuchungen letzter Zeit ergaben, daB bei einer d:- 
artigen Versuchsanordnung sowohl O-Phosphorsiure als auc 
Pyrophosphorsiiure aus dem Muskelbrei sehwindet.  Gleichzei!i. 


geht im Muskelbrei eine Anhiufung von reduzierenden Phosploi- A 
verbindungen vor, wie es unsere Analysen der Reduktionsfahigh« ' 
nach Hagedorn-Jensen, des Niederschlages aller Phosphor B. 
verbindungen nach Embden-Jost*), gezeigt haben. " 

Nummt man an, der Anwuchs der Reduktionsfahigkeit e- 
Phosphorsediments verlaufe auf Kosten der Bildung von Hexose- 
monophosphorséure, so reicht, wie aus theoretischen b:- . 
rechnungen hervorgeht, die ganze dabei verschwindende O-P ho>- 0. 
phorséure gerade zu ihrer Bildung aus. 

Was das Schicksal der verschwindenden Pyrophosphorsiuw: Bi 
betrifft, so geht aus unseren Untersuchungen hervor, dab > ws 

') Ferdmann, Diese Zs. Bd. 178, S. 52 (1928). die 


*) Embden u. Jost, Diese Zs. Bd. 179, S. 24 (1928). 
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j 
eine stabile micht reduzierende organische Verbindung  bildet, 
welche wihrend 4—5sttindiger Hydrolvyse in n-HCl bei 100° 
nur unbedeutender Spaltung unterliegt. 
10r- Beispiel eines unserer Versuche. 

Versuch Nr. 3. 25. I. 1929. Eine Muskelportion wurde in Wasser 
zerrieben und vor EnteiweiBung 30’ stehengelassen. Eine Kontrollportion 
wurde sogleich in CC],COOH-Lésung zerrieben. 

Der P der O-Phosphorsaiure betrug in der exper. Portion 0,040°/, 

mo + be - ss os» +, Kontrolle 0,075°/,, 

Der P der Pyrophosphorsiure betrug in der exper. Portion 0,013°/, 

ie a es ws vs as ss: Kontrolle 0,043°/, 

Gesamter saureléslicher P in der experiment. Portion 0,212°/, 

‘a - ss os = ss:~SC KK ontrolle 0,221"), 
rf ! a 2 ! Ty 
" IP — 
(1¢ aid 
at = 
| | 











40 | 
Wa. aa A 

aU 
at | 

ED eer eee! ees 2 meres . 
We O 775’ XO’ 00’ ¢0’ 120’ 150’ 1&0" 
Ve Fig. 1. Taube. 
hor: A. Kontrollportion in CC),COOH-Lésung zerrieben. Reduktionsfahigkeit des Phosphornieder- 
war echlages nach Hagedorn-Jensen als Glucose —0,120%,. Hieraus Hexose der Hexose- 
At monophosphorsiiure ~— 0,180 °/o. 
hor: ®. Versuchsportion in Wasser zerricben und 30’ stchengelassen. Reduktlonsfaihigkeit des 
Phosphornicderschlages nach Hagedorn-Jensen als Glucose —0,268"5. P — nach Ver- 
aschung — 0,212°,.. Hexose der Hexosemonophosphorsadure 0,387 ° 9. 


Reduktionsfahigkeit des Phosphorniederschlages als Glucose — be- 


7 stimmt in exper. Portion 0,258°/,, Kontrolle 0,120°/,. 
| Hieraus Hexose d-Hexosemonophosphorsiure'): exper. Portion 


LOs- 387°), Kontrolle 0,181°/9. 
Die verschwundene Menge P der O-Phosphorsiéure 0,035°/, hat zur 
™ Bildung von 0,206°/, mit H,PO, verbundener Hexose gedient. ‘Theoretisch 


muBten 0,203°/, gebildet werden. 


') Nach Embden u. Jost [Diese Zs. Bd. 179, S. 24 (1928)] reduziert 
die Hexose der Hexosemonophosphorsiure 1,5 mal schwacher als gewéhn- 
liche Glucose. 
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Die Geschwindigkeit der Abspaltung von O-Phosphorsaure in eiweil} 
freiem Filtrat der experimentellen und Kontrollportion in n-HC1 bei 100' 
ist fiir diesen Versuch in Kurve Nr. 1 wiedergegeben. 


Tabelle J 















































Tauben. 
-.¢ ' = se : aaa ( 
5 ‘ b =< Pe 3 Be = Verschwiy 
Cel oT IS eS cf "O] Es], 
Datum Versuchsanordnuny "ee ay. —F-1— i a og st 
OE] 3 = an BP Ao] So Ay eo 5 
wel ceiaah jmay ae igg. cz 
o° {UC aZ|ses 58138 |g aso 
a Avalos SEs om | a7 
a CS A ares ~ ae) o 
22. 1.29 | Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 30’ auto- 
lysiert . . 0,042! 0,020} 0,247 10,3711.0,218] 0,088 ouch | 
Kontrolle (in C Cl. COOH 
zerrieben) . . . . . . [0,080)0,066] 0,105 70,158] 0,219 
31. 1.29 | Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 30’ auto- 
lysiet. . . . . . . . [0,058]0,014] 0,166 | 0,250] 0,220] 0,023. yor ffl’. # 
Kontrolle ... . . . {0,081} 0,061 0,072 10,108 | 0,227 
17. 11. 29} Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 20’ auto- 
lysiert. . . . . . . . 10,043)0,007]} 0,246 ]0,307]0,218] 0,025 = 0.0" 
Kontrolle . . . . . . {0,068/0,040} 0,114 10,171 | 0,222 “0 U 
22. Il. 29] Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 20’ auto- 
lysiert. . ... . . . 0,060] 0,010 0,140 [0,210] — 0,012 0,054 
Kontrolle . . . . . . {0,072]0,044} 0,093 |0,140} — ; “1.1 


Dai der Schwund der Pyrophosphorsiure aus dem Muskelbre: 
bei derartiger Versuchsanordnung nicht mit einer Bildung von 
reduzierenden Phosphorverbindungen verbunden ist, wird auc’: 
durch folgende Beobachtung bestatigt. In 3 Fallen gelang «- 
uns bei dieser Versuchsanordnung nur einen Schwund von Pyro- 
phosphorsiéure aus dem Muskelbrei zu erzielen. In diesen Fille: 
steigerte sich, wie aus Tab. 2 hervorgeht, die Reduktionsfahigk«:' = 
der Versuchsportion im Vergleich zur Kontrolle nicht. 

Als wir Experimente an Kaninchenmuskeln anstellten, gelan- 
es uns bei gleicher Versuchsanordnung nicht, einen derartiye 
Schwund von anorganischen Phosphorséuren zu erzielen. 

Auf Grund der Daten von Embden und seiner Mitarbeiter’ 
da Anione der Milehsiiure bei Muskelautolyse einen Schwun! 


1) Embden u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 143 (1924). \Iy 
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-on O-Phosphorsiure bewirken, unternahmen auch wir derartige 
Versuche mit Autolyse von Kaninchen- und Taubenmuskeln in 
1/10- oder n/2-Milchsiurenatriumldésung. In Tab. 3 sind einige 
\utolyseversuche mit Muskelbrei von Tauben und Kaninchen in 
\ilchsiurenatrium wiedergegeben. Diese Daten weisen zweifellos 
daraufhin, daB man den Anionen der Milehsiure, denen Embden 
die spezifische Fahigkeit im Muskel einer Bildung von Hexose- 
ionophosphorsaure (,,Lactazidogen’) zugeschrieben hat. solche 
Mihigkeit nicht zuschreiben kann. 


Tabelle 2. 











| 























! Sie 1 4-fi 2 a 
5 2-2 1836 s° | ‘s me: 
Gel S° fwd sg fails Eee 
2, ~ nee ~ — bea ome 0 ws =F 
Sa im Ss e~Y of 7 &@ 2 o~ woe 
Hitum Versuchsanordnung a | = Z as -1o!1 B38 =e ie 
SE] 3 [82,8 02] 27> | Fee 
ZiIS82 liza g : eA | Sime 
sa lsolsae |e] & pm 
SS i ro — oO S. ay fed 
A Qu, aa oO mS stag = LY ~~ & 
= Ss Fh Aals uc 
io. 11.29 | Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 20’ auto- 
a ee 0,076 | 0,009} 0,120 0,180 |0,223] 0,036 
Kontrolle (in CC],COOH 
zerrieben) . . . | 0,073] 0,045] 0,124 10,86 10,220 
2). 11.29 | Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 30’ auto- 
lysiert . . 0,087 | 0,013] 0,106 0,159 | 0,227} 0,029 
Kontrolle : 0,090 | 0,042] 0,110 |0,165]0,221 
2|.1\.29 | Muskelportion in Wasser 
zerrieben und 30’ auto- 
lysiert . 0,086 | 0,005] 0,077 0,11610,220] 0,040 
Kontrolle 0,065 | 0,045] 0,078 O,117 | 0,218 


Aus den in lab. 3 angefiihrten Versuchen geht hervor, dal 
‘lie Autolyse des Muskelbreies in Gegenwart von Anionen der 
Milchsiure bei Tauben und Kaninchen einen Schwund von an- 
organischen Phosphorséuren hervorruft, wobei sich gleichzeitig 
lie Reduktionsfihigkeit des Phosphorverbindungenniederschlages 
‘tark vermindert. Die Kurven der hydrolytischen Spaltung von 
’hosphorverbindungen in den eiweiBlosen Filtraten der Versuchs- 
vnd Kontrollportionen weisen daraufhin, daB die auf Kosten der 
vrschwundenen anorganischen Phosphorsiuren gebildeten Ver- 
hindungen waihrend der 3—5stiindigen Hvdrolvse in n-HCl bei 
(00° nicht gespalten werden. 

\us unseren Daten folgt, daB wahrend der Autolyse des 


\Muskelbreies von Kaninechen und Tauben in Anwesenheit von 



































Reduktions- ira ia —— ™ - 
P der O- P der fahigkeit des a Oe ‘ a oe -— oan 
Versuchs- Phosphor-|Pyrophos-| _Pbosphor- pescvenoni cop’ 
Datuin : Versuchsanordnung 7 YPOPNOS"| saurenieder- waar" loslich. 
tiere siure |phorsdure} gchlages als phosphor- Pp der der 
im ® in ° ( oe ; H;PO, H,P,0, 
9 si m */, m*8 . « or as 
m 7, m */, 
2. &. Taube Muskelbrei in n/2-Milch- 
siure. Na-Lésung auto- 
RRS 8 ng eg a ge 0,083 0 0,074 — 0,223} 0.014 0.034 
momteoiic. . . . sas 0,097 0,034 0,124 0,187 0,221 
8. X. ” (Muskelbrei in CC1],COOH 
= @eworten)....... 0,110 0,002 0,074 0,230 0,026 
= Muskelbrei in n/2-Milch- 
= saure. Na-Lésung auto- 
a) lysiert. Kontrolle .. . 0,091 0,028 0,124 0,188 0,223 
2 6. =. i Muskelbrei in n/2-Milch- 
aa siure. Na-Lésung auto- 
an OR, ss or Gy we 0,091 0 0,039 a ‘ 0.009 0.016 
Kontrolle. . . 2... 0,100 0,016 0,094 0,142 
29. X. Kaninchen | Muskelbrei in n/2-Milch- 
saure. Na-Lésung auto- 
N.S are Se ig eg 0,040 0,025 0,059 -— 0,240 0,062 0,023 
Kontrolle. ...... 0,102 0,048 0,133 0,200 0,235 
‘3. 2a se Muskelbrei in n/2-Miich- 
siure. Na-Lésung auto- 
lysiert oe ae ee eae 0.050 0,014 0,056 0.035 O.O17 
SS | 0,085 0,031 Q,141 0,212 
19. XT. ri Muskelbrei in n,2-Milch- 
siure. Na-Lésung auto- 
7 i aa aes 0,060 0,035 0,074 0,220 | 0,027 0.013 
ba Rontroile. ....+«-. 0,087 0,048 0.106 0,160 0,220 
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Uber den Mechanismus der Umwandlungen usw. 165 


Vilchsiéureanionen eine oder mehrere neue organische Phosphor- 
verbindungen gebildet werden, welehe nur bei Verasehung Phos- 
phorsiure abspalten. 

‘Diese Ergebnisse bewogen uns Autolyseversuche mit Tauben 
und Kaninchenmuskelbrei in n/10-Nak-Loésune — 0,4°/, Stirke 
2°') NaHCOs anzustellen, da ja aus den Arbeiten von Embden 
und seiner Mitarbeiter bekannt ist, daB das Fluoranion einen 
starken Sehwund von O-Phosphorsiiure aus dem Muskelbrei von 
Kaninchen bewirkt. 

Embden und Zimmermann!) haben 1924 aus Muskel- 
preBsaft, welecher Autolyse in n/10-Nal-Losung unterworfen war, 
cine Verbindung isoliert, welche sie fiir identiseh mit der Hexose- 
diphosphorsiure der Gérung halten. Pryde und Walters?) 
haben 1929 bei gleicher Versuchsanordnunge wie bet Kmbden 
ini MuskelpreBsaft des Kaninchens ebenfalls die Bildung von 
[iexosediphosphorséure beobachtet. 

Obwohl Embden der Meinung ist, dal die verschwindende 
Q-Phosphorséure aussehheBlich zur Bildung von Hexosediphos- 
phorsiure dient, bestehen zurzeit noch keme direkten experimen- 
(ellen Beweise dafiir. 

In unseren Versuchen fiigten wir noch eine bestimmte Menge 
I H,PO, zu einer Serie von Muskelportionen, welche unter gleichen 
Bedingungen emer Autolyse in Nal’-Loésung +- Stirke + NaHCO, 
auusgesetzt waren, Zu. 

Die Versuche ergaben, da8 im Muskelbrei sowohl von Tauben 
als auch von Kaninchen unter derartigen Autolyscbedingungen 
()-Phosphorséure und Pyrophosphorsiure schwindet. Die Reduk- 
tionsfihigkeit des Phosphorverbindungenniederschlages der experi- 
mentellen Portion erwies sich 1m Vergleich mit der ixontrolle als 
herabgesetzt. 

Aus den in der Tabelle angefiihrten Daten geht hervor, dab 
bei der Taube die Reduktionsfaihigkeit des Phosphorverbindungen- 
niecderschlages im eiweiBfreien Filtrate der autolysierten Por- 
lionen (2—S5) sich im allgemeinen nicht von der Kontrolle 1 unter- 
scheidet. Beim Kaninchen ist die Reduktionsfihi¢keit des Nieder- 
schlages der Phosphorverbindungen im eiweiBfreien Filtrate der 
autolysierten Portionen (2—5) erheblich geringer als im Filtrate 
der Kontrollportion 1. 


') Embden u. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 148, 8S. 225 (1924). 
-) Pryde u. Walters, Biochemical. Jl. Bd. 23, 8. 574 (1929). 
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is ist bekannt, dab die Reduktionsfahigkeit der Gérune:- 
hexosediphosphorsdéure geringer als die Reduktionsfahigkeit de) 
natiirlichen Hexosemonophosphorsiiure ist [Meyerhof und Loh- } 
mann’), darauf weist auch Lenhartz?) hin}. Wenn man jedoci, 
mit Embden annimmt, dai die ganze aus dem Muskelbrei untey 
Kinwirkung von NaF verschwindende O-Phosphorsaure zur Bildun, 
von Hexosediphosphorséure dient (« 
siure der Garung identisch ist), so bleibt es vollstiéndig unver- 
teduktionsfiihigkeit des Phosphorverbin- 


stindlich, 


dungenniedersehlages in den Portionen 8—5 nicht héher als i) 


D. Ferdmann, 


warum die 


Portion 1 ist. 


lie mit der Hexosephosphor- 


Tabelle 4. 














Versuchst ier 


Taube 


Kaninchen 


O-Phosphorsiure ansteigt. 
spaltungsvermégen von H,PO, des Filtrats unter 3 
Autolyse in n-HCl bei 100° zeigen, zwingen zur Annahme. (i! 








Wir sehen, daB die Reduktionsfihigkeit des Phosphorye: 
bindungenniederschlages nicht mit der Menge der verschwunden’ 
Dies, sowie die Ergebnisse das A! 
dstiindig 
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wt he GW 
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Versuchsanordnung 


. Kontrolle Muskelbrei 


sofort in CCl],COOH 
geworfen ..... 
Muskelbrei in NaF -- 
Starke + NaHCO, 
autolysiert — 
Dasselbe + 50mg P 
+100 ,, ., 
+150 ,, 


99 


39 cy 


Kontrolle 
NaF + Starke 
In NaHCO, autoly- 
sierte Portion . 
Dasselbe + 50mg P 
1-100 ,, 
150 ,, 


°°, s° 


99 98 


| 


P der O-Phosphor- 
sdure in °/, 


0,095 


0,029 
0,049 
0,068 
0,110 


0,108 


0,015 
0,030 
0,038 
0,080 





| 
| 
| 
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P der Pyrophos- 


phorsaure in °/, 


Reduktionsfahigkeit 
des Phosphornieder- 


0,017 


0,004 
0,005 
0,005 
0,008 


0,022 


0,013 
0,014 
0,012 
0,020 
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'schlages als Glucose 


Mit H,PO, verbun- 


0,059 


0,060 
0,058 
0,060 
0,060 


0,130 


0,084 
0,084 
0,085 
0,084 


| 
| 
| 


dener Hexolose in °/,.| 





0,088 


0,194 





phorsarue 
m */, 


der O-Phos- | 


0,066 
0,096 
0,127 
0,135 


0,093 
0,128 
0,170 
0,178 





') Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 175, 8, 124 (1926 


-) Lenhartz, Diese Zs. Bd. 184, 8. 1 (1929). 
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168 D. Ferdmann, 


unter Kinwirkung von Nak im Muskelbrei von Kaninchen und 
Tauben Phosphorverbindungen gebildet werden, die keine Reduk- 
tionsfiligkeit nach Hagedorn-Jensen besitzen und bei Hydro- 


lvse in n-HCl ber 100° im Laufe mebrerer Stunden kemer Spaltun 


unterliegen.!) 


In ‘Tab. 4 sind zwei von unseren mehreren Versuchen (ein 
Taubenversuch und ei Kaninchenversuch) mit der Autolvse vo; 


Muskelbrei in Gegenwart von Fluorionen angefiihrt. 
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Fig. 2. 

A. Kontrollportion. Reduktionsfihigkeit 
Jensen als Glucose 0,141 °/,. 

Muskelportion in n/2-Milchséurenatrium 1 Stunde autolysiert. Reduktionsfihigkeit 

Phosphorniederschlages als Glucose nach Hagedorn-Jensen —0,056°%). 


Muskelportion in n/10-NaF + 0,4°/, Starke + 2°/, NaHCO; 3 Stunden autolysiert. 
— 0,048 


B 


C. 
tionstihigkeit des Phosphorniederschlages als Glucose nach Hagedorn-Jensen 


Auber den angegebenen Formen der Autolyse von Muskel- 
geweben, haben wir noch die Autolyse des Muskelgewebes vou 


eye 
a 3 


Kaninchen und Tauben in 0,4°/) Starkel6sung untersucht. Wi 


aus ‘Tab. 5 hervorgeht, verschwinden bei derartiger Versuc!:- 
anordnung sowohl O-Phosphorsiiure als auch Pvrophosphorsitw. 


') In einer kurzen Mitteilung [Klin. Woch. Bd. 43, 8. 2009 (192) 
weist Lohmann, welcher unabhangig von uns den EinfluB von Fluorion 
von Phosphorverbindungen wahrend der Autolyse 


(it 


auf die Bildung 


Muskelbreies untersucht hat, darauf hin, daB in diesem Falle eine Hexose- 


diphosphorsiure gebildet wird, die sich durch ihre geringe Aufspaltun: 
der Hexosediphosphorséure der Gar 


geschwindigkeit in Sauren von 


unterscheidet. 








des Phosphorniederschlages nach Hagedorn- 
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Uber den Mechanismus der Umwandlungen usw. 169 


tT Dabei steigt die Reduktionsfahigkeit des Phosphorverbin- 
<- —  dungenniederschlages stark an. Es besteht aber in diesem Falle 


,» # kein derartiger Zusammenhang zwischen dem Schwund von 
anorganischen Phosphorséuren und Bildung von reduzierenden 
Phosphorverbindungen, wie in den Versuchen mit in Wasser 
in mit Quarzsand zerriebenem Muskelgewebe der Taube. Die Kurve 
, der hydrolytischen Spaltung der Phosphorverbindungen der 
eiweiBfreien Filtrate in n-HCl bei 100° unterscheidet sich bei 
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Fig. 5. Taube. 

des A. Kontrollportion in CCl,COOH"Lésung geworfen. Reduktionsfihigkeit des Phosphornieder- 

schlages nach Hagedorn-Jensen als Glucose 0,127°/). P — nach Veraschung — 0,221 °/, 

duk- B. Versuchsportion in 0,4°/, Starke-Lésung 1 Stunde autolysiert. Reduktionsfihigkeit des 


1 } Phosphorniederschlages nach Hagedorn-Jensen als Glucose 0,187 °/,. P — nach Ver- 
aschung — 0,220 °/,. 


dieser Versuchsanordnung von derartigen Kurven bei anderen 


se Versuchsanordnungen, wie man aus den hier wiedergegebenen 
Eh | » > ° - ‘ 
urven einiger Versuche sehen kann. 
ch 
ine 

Zusammenfassung. 
7 1. Bei der Autolyse des in Wasser mit Quarzsand zerriebener 
. M. pectoralis der Taube geht ein Schwund von O-Phosphorsiure 
des und Pyrophosphorséure vor. Auf Kosten der verschwundenen 
KOS ()-Phosphorsiure wird Hexosemonophosphorsiure gebildet. 


ime 2. Bei der Autolyse des Muskelbreies von Kaninchen und 
- ‘auben in Gegenwart von Lactationen geht ein Sechwund anor- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII. 12 
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ganischer Phosphorséuren vor; dabei vermindert sich die Reduk. 
tionsfahigkeit des Niederschlages der Phosphorverbindungen. 

3. Bei der Autolyse des Muskelbreies von Kaninchen un‘ 
Tauben in Gegenwart von Fluorionen schwinden die anorganischer, 
Phosphorsiiuren. Die sich dabei bildenden Phosphorverbindungen 
reduzieren nicht (nach Hagedorn- Jensen). 

4. Bei der Autolyse des Muskelbreies von Kaninchen und 
‘Tauben in 0,49/, Starkelésung geht ein Schwund von anorganischer, 
Phosphorsiiuren vor. Die Reduktionsfihigkeit des Phosphor- 
verbindungenniederschlages steigt in diesen Versuchen stark an. 

5. Unsere Autolyseversuche weisen auf die Moglichkeit de 
sildung einer Reihe neuer Phosphorverbindungen im Muskel- 


brei hin. 




















Saurebildung aus Raffinose mittels Aspergillus 


Von 
H. Amelung. 
Aus dem Bakteriologisch-Chemischen Laboratorium 


der Technischen Hochschule Hannover.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Dezember 1929.) 


Bekanntlich werden nicht nur Rohrzucker und dessen Spaltungs- 


_ produkte, sondern auch eine Anzahl anderer [xohlenhydrate und 
| diesen nahestehende Verbindungen durch Aspergillus niger 


in Zitronensiure umgesetzt.!) In nachfolgenden Versuchen wurde 


die Bildung dieser Siure auch aus Raffinose beobachtet. Der 
Versuchspilz (Aspergillus niger japonicus) wurde auf einer 


Nihrlésung herangezogen, welche enthielt: 10°/, Raffinose, 0,5°/, 
Ammoniumsulfat, 0,25 °/, primares Kaliumphosphat, 0,12°/, Magne- 
siumsulfat. Als KulturgefaBe dienten 200 ccm-Erlenmeyer-Kolben 
mit Watteverschlu8. Versuchsdauer 14 Tage bei einer Temperatur 
von 35° Angewandt je 50 ccm Niéhrlésung = 5 g Raffinose 
Kahlbaum). 

















Vers. 1} Vers. 2 | Vers. 3 Mittel- 

wert 

Verbrauchte cem n/10-NaOH . . . . «| 35,7 37,1 41,4 38.1 
Hieraus berechnete Zitronensiiure in ¢g 0,25 0,26 0.29 0.27 
i kk a a a 0,28 0,30 0,33 0,30 
Hieraus berechnete Zitronensiiure in g 0,21 0,22 0,24 0,22 
Reduktion von Fehlg. Lésung in g Cu . 3,30 3,31 3,26 3,29 
_Hieraus berechnete Melibiose ing. . 3,11 $,12 3.08 310 
Drehung in Ventzke Gradepn . . . . . [4+45,6 [+45,9 [+45,0 [+45,5 
‘lieraus berechnete Melibiose ing. . 3,06 3,08 3,02 3,05 


Bereits am vierten Versuchstage hatten sich geschlossene 
Pilzdecken von normalen Aussehen gebildet, die Lésungen zeigten 
steigende Aciditit. Nach 14 Tagen, zur Zeit wo der Héchstpunkt 


') Amelung, Diese Zs. Bd. 166, S. 205 (1927). 
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Weise als Ca-Citrat gefallt. Das Filtrat mit dem unverbrauchtep 
Zucker wurde wieder auf das urspriingliche Volumen von 50 ccm 
eingeengt und von dieser Lisung das Reduktions- und Drehungs. 
vermégen bestimmt. Aus dem hohen Gehalt an unverbrauchtem 
Zucker konnte man schlieBen, dab die Spaltung der Raffinose 
nicht vollstiindig war, zumal die drei Komponenten der Raffinose 
(Galactose, Glucose, Fructose) als solche bekanntlich von 
dem Pilz ausgenutzt werden, es war vielmehr anzunehmen, dat 
die beiden Spaltungsprodukte Melibiose und Fructose resul. 


tierten. Die Spaltung in dieser Art ist ja auch mittels ver. f 


schiedener Hefen oder verdiinuter Sauren glatt durchfiihrbar, 


Die Fructose als fir den Pilz giinstige C-Quelle wiirde dan — . 
weiter verarbeitet und zum Teil in Zitronensdiure umgesetzt § 
sein, wihrend Melibiose als unverbrauchter Zucker verblieb. 


Die aus Reduktion und Drehung der restlichen Lisung erhaltenen 
Werte bestiitigen diese Annahme, dem Pilz fehlt eben die Meli- 
biase. Die angewandten 5 g Raffinose (+5H,O) ergeben eine 
theoretische Ausbeute von 3,18g Melibiose (+ 2H,0) und 1,52¢ 
Fructose. Aus dem Drehungsvermégen der restlichen Kultur. 
lésung ergibt sich nach vorstehender Tabelle im Mittel 3,05 ¢ 
Melibiose und aus dem Reduktionsvermégen 3,10 g. 

An Zitronensiure, berechnet aus dem isolierten Ca-Citrat, 
wurden im Durchschnitt 0,22 g gefunden, das sind 14,5°/, vom 
Fructoseanteil der angewandten Raffinose. 

Zur Bestatigung der erhaltenen Resultate wurden ferner 
Kulturversuche angesetzt, die als alleinige C-Quelle Melibiose 


enthielten. Verwandt wurden je 10ccm einer 5°/, igen Melibiose § } 
lésung + Nihrsalze wie zuvor. Bei diesen Versuchen war weder§ 


Pilzwachstum noch Siuerung festzustellen. Melibiose wird 
also von dem Pilz nicht angegriffen, wihrend Raffinose 
durch Abspaltung des Fructoseanteiles zum Teil in Zitronen- 
siiure umgesetzt wird. 


der Siuerung erreicht war, wurden die Versuche verarbeitet. Die 
Lésungen wurden titriert, dann die Zitronensdure in bekannter 
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nn ter 
chten 
)cem E Uber die Darstellung gréBerer Mengen von cholesterinfreien 
ungs- f Anteilen des ,,Unverseifbaren“ aus Leber. 
htem Von 
hose S. J. Thannhauser und F. Fromm. 
nose 

von 

dag (Aus der medizinischen Klinik der medizinischen Akademie Diisseldorf.) 
-esul- (Der Redaktion zugegangen am 30. Dezember 1929.) 

ver- 
rbar. Ks ist bis heute vollstandig unbekannt, aus welchen Vor- 
dan: ff stufen der Organismus das Ringsystem, welches dem Cholesterin 


setzt B und den Gallensiuren zugrunde liegt, aufbaut. Die folgenden 
blieb. | Untersuchungen gehen darauf aus, im Unverseifbaren des Fettes 
lenet & nicht-cholesterinartige Kohlenwasserstoffe zu finden, aus denen 
Meli- § der Organismus Ringkérper zu bilden imstande sein miiBte. Um 
eine F zu dieser Frage Stellung zu nehmen, sind ausgedehnte priparative 
922 Vorarbeiten nétig.1) Bevor wir an die Untersuchung des Un- 
ultur- F verseifbaren des Fettes herangingen, schien es zweckmiBig, das 
05 ¢ Unverseifbare der Leber zu untersuchen, da aller Wahrschein- 
| lichkeit nach eine Synthese des Ringskeletts in der Leber erfolgen 

iirat, F miikte. Uber die Gewinnung des dazu notigen Ausgangsmaterials 
vom & <oll berichtet werden. Es lag nahe, die Aufarbeitung der Leber 
nach dem Verfahren vorzunehmen, das Channon und Marrian?) 

ernet § bei der Isolierung des squalenartigen ungesiittigten Kohlenwasser- 
iose BH stoffs aus der Siaugetierleber anwandten. Die Feuergefiihr- 
biosé fF lichkeit des von ihnen zur Extraktion gebrauchten Athers lief 
veder aber eine Aufarbeitung im groBen Ma8stab nicht zu. Die in Tab. 1 
wit¢ & berichteten Versuche zeigten, daB auch der von J. K. Marcus?) 
nos’ ® zur Darstellung der Vitaminfraktion aus Lebertran angegebene 
nen: — Weg nicht empfehlenswert war, da das Arbeiten mit konzentrierten 

Laugen Verluste an unverseifbarem Material verursachte. 


') Der Firma Henkel u. Co., Diisseldorf, insbesondere Herrn Direktor 
Nr. Walter und Herrn Dr. Firgau sind wir fiir die weitgehende Unter- 
‘tutzung bei der Durchfiihrung des groBen Extraktionsversuchs zu aller- 
vroBtem Dank verpflichtet. Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
«haft und der I. G. Farbenindustrie danken wir fiir die materielle Unter- 
| stiitzung der Arbeit. 
*) Biochem. Jl. Bd. 20, S. 409 (1926). 
’) JI. of Biol. Chem. Bd. 80, S. 9 (1928). 











’ 
174 S.J. Thannhauser und F. Fromm, | 
Tabelle 1.) 
Versuche mit frischer Schweineleber. 
Konz. — ae Gesamt- i ie 
d. KOH Ve rdiinnt Extrakt. Menge Leber sanendt. Chole- 
in °/, 2) mit mit in g bares in g | Sterin in » 
'/, Ltr, H,O ‘ 
( head {ther 75 ; 
10 02 C,H,OH Ather 750 3,1 1.6 
‘ ae oe sar 
) 03 ( '- HOH Ather 100 5%) 23 
Is wurde darum eime Reihe von Fettldsungsmitteln, die in 

















der ‘Technik Verwendung gefunden haben, beziiglich ihrer Fahigkeit, 
das Unverseifbare aus Loésungen von Leber in 5°/,) Kalilauge aus- 








we Re 


























zuzichen, verglichen (Tab. 2). 
Tabelle 2. 
Versuche mit frischer Rindsleber. 
Menge |Zahl d.} Gesamt- | Chole- Kontroll vers. 
Verdiinnungs- Extrakt. . unver- ._ |_——— 
Leber} Ex- : sterin] Ges.- |Chole- 
mittel *) mit seifbares] ©. a fon 
in ke | trakt. in g in g | Unv. | sterin 
1/, Liter H,O; “ ‘ ‘ 
0.1 .. C\H.OH Ather 0,46 5 1,6 0.9 _ 
1), Liter H,O; ' 
0,1 ,, C,H,OH;| CH,Cl, | 0,46 4 1,3 0,8 0,2 
0,55 ,, Aceton 
1/, Liter H,O; 
0,1 ,,  C,H,OH;] CH,Cl, | 0,46 5 1,8 0.8 I< 0,1] 
0,55 Aceton 
L/ Liter H QO; 2 
/2 2 ,. wt ( i A ( ( rd 2 ().s 
0.1 ,, C,H,OH CCl, ),46 ),0 l 
1/, Liter H,O; 
0,1 C,H,OH; C,H, 0,46 6 1,4 0,75 1,2 | 001 
0,5 Aceton [ 
'/, Liter H,O; a 
0,1 C,H; OH; C,H,Cl, | 0,46 7 1,6 0.8 1,0°) OW) 
l Aceton 
'/, Liter H,O; , 
0,1 C,H.OH;] C,HCl, | 046 | 1 1,6 | 0,75 |< 0.1 
250 ecm Aceton 
!) Die in einer Tabelle zusammengefaBten Werte sind an Proben des 
selben Leberbreis bestimmt. 
2) In den Tab. 1, 2 u. 3 sind auf je 1 kg Leber 2 Liter 10 bzw 
5 °/,ige wiBrige KOH angewandt. 
3) Hier sind die Werte fiir das Gesamtunverseifbare durch Verwendut: 
stark alkoholhaltigen Athers zu hoch ausgefallen. i 
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Die modernen Fettlésungsmittel Methylenchlorid, Athylen- 
chlorid und Trichlorathylen erwiesen sich als geeignete ungefahr- 
liche Kxtraktionsmittel fiir das Unverseifbare. Sie zeigten aber 
hbesondere Neigung, tberaus bestiindige Emulsionen mit der Lauge 
zu bilden. Diese Kmulsionen lieben sich weder dureh den elek- 
trischen Strom noch durch Tierkohle zerstéren. Eine Klairung 
durch Aussalzen kam nicht in Betracht, weil sie zur Fallung der 
Seifen gefiihrt hatte, die grofbe Teile des Unverseifbaren mit- 
reiBen. Es gelang schheBlich, die 'Trennung von Lauge und Losungs- 
mittel durch Aceton oder Pvridin zu bewerkstelligen (Tab. 3): 
das Pyridin heB sich aber wegen seines hohen Siedepunkts auch 
im Vakuum nur unter teilweiser Zersetzung der Substanz ent- 
fernen, so da® fiir die Aufarbeitung im groben trotz der hoheren 
l‘euergeféhrlichkeit nur Aceton verwendet werden konnte. Aus 
wirtschafthichen Griinden wurde fiir die Extraktion in der Fabrik 
dann Tnehlorathvlen verwendet. 
Tabelle 3. 


Versuche mit frischer Schweineleber. 












































aed £ © o. a = a of 
‘xtrak a ; Ye [Mo Mim Ils 
Extrakt. Klarungsmittel JZE]E2 so) ,2]2 . Bemerkungen 
mit ; ee is Sa] o BI & 
Nig ml mw PIS g 
qponeannaseneena —a — — _ ani —s | eed ——_—_ 21 
CH,Cl, | 0,3 Liter Aceton | 7 | 400 | 1,4 | 0.5 
100 cem Pyridin Restunverseifbares : 
C,H,Cl, | spiter 1 x 30 ccm | 7 400 1,8 | 0,25 pyridinhaltig, 
u. 2 je 10ccm verfarbt 
0,45 Liter Aceton Kontrolle: 
C,HCL, | und je 50 ccm zu 7 4) 1.4 | 0.5 | Gesamt-  Chole- 
jedem Extrakt unverseif. sterin 
<O,I ¢ 0,0 ¢ 
Tabelle 4. 
Versuche mit frischer Rindsleber. 
Gesamt- Kontrolle 
™ Menge Gesamt- : 
Extrakt. Leber unverseif- unverseif- Gesamt- Gesamtunver- 
= in kg bares in 9 bares pro kg | unverseif-| seifbares pro 
Leber bares in g| kg Leber in‘g 
Ather 1,85 8,2 4, 1,9 1,0 
HCCL, 1] 4,8 4,3 0,4 0,36 
HO 1,0 0,2 0,2 3,8 3,8 
Uber einige Versuche, das Unverseifbare direkt aus der 
irischen Leber ohne vorhergehende: Verseifung herauszuldsen, 
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aibt Tab. 4 Auskunft. Es sei noch erwaihnt. daB wir uns in quali- 
tativen Versuchen tiberzeugen konnten, daB auch Methylen- 
chlorid und Trichloraéthylen zur direkten Extraktion geeignet sind. 

SchlieBlich soll noch bemerkt werden, daB es in mehrerey 
Versuchen nicht gelang, den von Channon und Marrian aus der 
Leber isolierten ungesittigten Kohlenwasserstoff in der Rinder- 
und Hundegalle nachzuweisen. Sein Vorkommen in der Rinder- 
und Schweineleber konnte bestatigt werden. 

Fiir eine erneute Diskussion!) seiner Beziehungen zum Chol:- 
sterin scheint uns der Zeitpunkt noch verfriht. Die Versuche 
von André und Canal?) dem Squalen, das offenbar dem un- 
gesittigten Kohlenwasserstoff der Siugetierleber homolog ist, dic 
Formel (,,H,, an Stelle von C3,H,, zuzuerteilen, sind experimente!! 
schlecht gestiitzt und widersprechen den schénen Untersuchungen 
von Heilbronn, Kamm und Mitarbeitern’) tiber die Konstitution 
des Squalens zu sehr, als dafi man sie fiir wahrscheinlich haiten 
konnte. 

Zusammenfassung. 

Ks wird gezeigt, daB sich das Unverseifbare aus der Leber 
(direkt und indirekt) auBer mit Ather auch mit Methylenchlorid. 
Trichloréthylen und Athylenchlorid extrahieren la8t. Kin Ver- 
fahren zu seiner Darstellung im groBen wird beschrieben. — lin 
Unverseifbaren der Rinds- und Hundegalle fehlt der von Channon 
und Marrian aus der Leber isolierte hoch ungesattigte Kohlen- 
wasserst off. 

Versuchsteil. 


Aufarbeitung der Leber bei den Versuchen zur indirekten Extraktion. 

Die Leber (Rinds- oder Schweineleber) wurde wenige Stunden 
nach dem Schlachten enthéutet und gehackt. Je 1 kg des Breies 
wurde mit 2 Litern waBriger Kalilauge der angegebenen Konzen- 
tration wihrend einiger Stunden auf dem siedenden Wasserba« 
unter hiiufigem Umschiitteln (oder besser Riithren) bis zur volligen 
Losung erhitzt und die heiBe Lésung durch Filter 11171/, (Sehle:- 
cher und Schill) filtriert. Nach dem Erkalten wurde in dit 
angegebenen Weise verdiinnt und mit dem entsprechenden Losung: 
mittel ausgeschiittelt. Die Extrakte wurden vereinigt und dure’: 


1) Vgl. Ormandy, Craven, Heilbronn u. Channon, Jl. of the 
Petroleum Technologist, Bd. 13, Nr. 60, 5. 1. 
2) Bull. Soc. chim. France, Bd. 45 [4], 8. 498 (1929). 
3) VI. Mitt. J]. Chem. Soc. Lond., 8. 883 (1929). 
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Destillation vom Losungsmittel befreit. Je 1 @ der zuriickbleiben- 
den gelben bis roten Masse wurde mit Natriumithylat aus 1 ¢ 
Natrium wahrend 3—5 Stunden auf dem siedenden Wasserbad am 
RiickfluBkihler verseift, dann mit Wasser verdiinnt und mit 
(ther erschépfend ausgeschiittelt. Von den gelben Extrakten 
destilierte man das Losungsmittel ab. Aus der alkoholischen 
Losung des Riickstands, einer mit gelbrotem Ol getrinkten 
Krystallmasse, wurde mit Digitonin das Cholesterin ausgefallt und 
pach einem halben Tag abgesaugt. Vom Filtrat wurde der Alkohol 
im Wakuum abdestilliert, der Riickstand mit Ather aufgenommen 
und vom tberschissigen Digitonin abfiltriert. Die klare, gelbe 
Lésung wurde durch Destillation vom Ather befreit , das Rest- 
unverseilfbare im Vakuum getrocknet und gewogen. 

Zur Kontrolle, ob die Extraktion vollstandig war, wurden die 
alkalischen Leberlésungen, nachdem sie mit dem untersuchten 
Losungsmittel erschépft waren, jeweils mit Ather bis zur Er- 
schopfung ausgeschittelt. Die aitherischen Extrakte wurden dann 
aufgearbeitet wie die iibrigen. 

Aus der atherischen Lésung des Restunverseifbaren konnte 
uit gasformiger HCl das Hydrochlorid des ungesittigten Kohlen- 
wasserstoffs von Channon und Marrian!') dargestellt werden. 
Umkrystallisiert aus Aceton. Schmelzp. 128—129°. 

5,211 mg Subst.: 11,240 mg CO,; 4,12 mg H,O 

Gef. C 58,83°/, H 8,85 °/, 
Mittelwert von C.u. M. ,, 58,84 », 8,84 

sel manchen Aufarbeitungen wurden ‘Teile des Extrakts 
beim lingeren Stehen unldslich in Ather und Petrolither, offenbar 
handelt es sich um einen durch Oxydation entstandenen Korper. 
Diese farblose Substanz lieB sich in verbogenen, dicht verfilzten 
Nadeln und Biischeln aus Alkohol, besser aus Kisessig umkrystalli- 
sleren. Sie war stickstofffrei. Schmelzp. 220°. 





Aufarbeitung der Leber bei der direkten Extraktion. 

Der Brei schlachtfrischer Leber wurde, mit Sand verrieben 
oder ungemischt, mit dem Extraktionsmittel tibergossen und unter 
selegentlichem Umschiitteln stehen gelassen. Nach ein paar Stun- 
den saugte man das Lésungsmittel ab und wiederholte die Ex- 
traktion des Riickstands bis zu seiner Erschépfung. Dann wurde 
zur Kontrolle der Leberriickstand aufgearbeitet wie oben an- 
tegeben. Die direkten Extrakte wurden vereinigt, das Loésungs- 


1) A. a. O. 
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mittel abdestilhert und der fettige Riickstand mit 5°/, waBriger 
Kalilauge verseift, die Verseifungslaugen mit Wasser verdiinnt und 
ausgeithert. Aus den so gewonnenen Extrakten wurde das Un- 
verseifbare wie oben gewonnen und in Cholesterin und Rest- 
unverseifbares getrennt. 


Darstellung des Leberunverseifbaren im groBen. 

100 ke frische Schweineleber wurden zerkleinert und unter 
stindigem Umrihren 3 Stunden lang mit 200 Liter 4,8°/jiger KOH 
behandelt. Die Versuchstemperatur war nicht hdher als 80°; bei 
30° schon begann die Leber sich langsam aufzuldsen. Die 300 Liter 
betragende Fliissigkeit wurde noch heif durch ein Drahtsieb 
filtriert und bheb etwa 14 Tage lang sich selbst tiberlassen. Dic 
Gewinnung des ,,Unverseifbaren*’ geschah durch wiederholte Ex- 
traktion: Lauge und Extraktionsmittel sind jedesmal 5 Minuten 
lang in einer Kolloidmiihle gemischt worden. Zuniachst wurden 
auf je 25 Liter der Losung ungefahr 12 Liter Aceton und 7 Liter 
Trichlorithylen angewandt und der gewonnene Auszug_ nach 
einiger Zeit abgetrennt. Die weitere Behandlung von je 35 Litern 
der abgetrennten Lauge geschah mit 4 Litern Aceton und 7 Litern 
Trichloriithylen. Das nach einiger Zeit wiederum abgetrennt 
Losungsmittel wurde mit dem 1. Extrakt vereinigt und bei 95" 
abdestilliert. Bei der 8. und 4. Extraktion wurden fiir je 35 Lite: 
ausgeschittelter Lauge 8 Liter Aceton und 7 Liter des aus den 
beiden ersten Ausziigen gewonnenen, acetonhaltigen Losung:- 
mittels verwandt. Zur 5.—10. Extraktion dienten 7 Liter dieses 
Losungsmittels und 1 Liter Aceton. Der 11. und 12. Auszug 
blieben ohne erneuten Acetonzusatz; 85 Liter wurden mit 7 Liters 
abdestilliertem Lésungsmittel emulgiert. Nach der 12. Behandlung 
haben vergleichende Extraktionsversuche mit dem wiedergewon- 
nenen Loésungsmittel ergeben, daB 12maliges Ausschiitteln der 
Lauge als erschépfend gelten konnte. 

Die Ausziige 1—4 (J), 5—8 (II) und 9—10 (III) sind ver 
einigt worden, so daB schlieBlich nur 8 Konzentrate resultierten. 
die mehr oder weniger eingedampft waren.!) Aus der Trocker 
substanz je einer Probe der 3 Konzentrate ergab sich fiir [ em 


!) Die gelben bis roten Konzentrate dunkelten beim Stehen nach 
Bei den Vorversuchen im GlasgefaB ist diese Verfarbung nicht beobachte 
Es scheint, wie auch aus der noch zu erwaihnenden Anwesenhe'' 
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Ausbeute von 1,6 kg, fiir Il von 1,1 kg und fiir III von 0,7 ke. 
Der Aschengehalt der verschiedenen ‘Trockenriickstinde betrug 
fiir I 0,75°/5, fiir IT 2,4°/9 und fiir IIT 2,08°/). Die Aschen von 
(f und ITl wiesen einen verhiilinismaibig hohen Gehalt an Cu 
und Fe auf, der aber der Versuchsapparatur entstammen diirfte. 
Aus den obenerwéhnten Angaben ergibt sich eine Gesamtausbeute 
an Trockensubstanz von 3,4 kg. Channon und Marrian!) haben 
aus Sehweineleber nur etwa den 10. Teil dieser Ausbeute an un- 
verselfbarem Material erhalten. Dai die hohe Ausbeute nicht 
etwa dadureh bedingt ist, dab Trichlorithvlen auch verseiftes 
Material extrahiert, zeigen die in Tab. 2 und 8 angegebenen 
Werte. Es sind aufberdem etwa 18,8 ¢ aus den Extraktionen [, 
if und IIL gewonnener Trockensubstanz in der vollig extrahierten 
Leberldsung aufs neue gel6st und durch wiederholte Extraktion 
der Lésung mit Ather zu 15,8 ¢ wiedergewonnen worden. Eine 
sich anschhieBende wiederholte Extraktion mit Trichlorithylen 
lieferte nur noch 0.78 g eines braunen Ols. Es soll jedoch der 
verhaltnismabig groben Ausbeute an unverseifbarem Material, die 
wahrscheinlich dureh die intensive Mischung von Lauge und 
Losungsmittel in der Kolloidmiihle hervorgerufen wurde, erst Be- 
deutung beigemessen werden, wenn exakt entschieden ist, wie weit 
die verhaltnismabig hohen Zusaitze von Aceton zum 'Trichlorithylen 
auch Seifen bei der Extraktion aufzunehmen vermogen. 


Aufarbeitung der Extraktion I. 

Extraktion I (Konzentration 1—4) ist zunichst im Vakuum 
vom restlichen Trichlorithylen und Aceton befreit und der dabei 
crhaltene schwarze, unangenehm riechende Riickstand erneut mit 
wlkoholischem KOH mehrere Stunden lang verseift worden. Die 
<0 gewonnene Reaktionsfliissigkeit bildet beim Verditinnen mit viel 
Wasser eine Emulsion, die sich durch weitere Zugabe von Wasser 
zerstoren laBt. Daber bleiben noch feste Anteile zuriick, von 
denen man abfiltriert. Das Filtrat wurde 40mal mit Petroliither 
erschépfend ausgeschiittelt. (Die Trennung der Petrolitherschicht 
von der Lauge kann man durch Zugabe geringer Mengen Alkohol 
beschleunigen.) AnschlieSend lieB sich der Lauge durch Aus- 
schiitteln mit Ather noch eine rétliche cholesterinhaltige Masse 
entziehen. Ein weiterer Extraktionsversuch mit Trichlorithylen 
bheb ergebnislos. 


1) A. a. O. 
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Die vereimigten Petrolatherextrakte wurden mit Wasser ge- 
waschen und uber CaCl, getrocknet. Nach der Entfernung des 
Losungsmittels bleibt ein brauner, éliger, zum Teil krystallinischer 
Riickstand!), dem sich mit warmem (asolin der gréBte Teil des Ols 
entziehen JaBt. Aus den zuriickgebliebenen Krystallen erhalt man 
mit heigem Methylalkohol ein Rohcholesterin vom Schmelzp. 143°. 
Die Trennung des Cholesterins vom noch anhaftenden ,,Unverseii- 
hbaren’ und die weitere Reinigung des Cholesterins beruhen, wie 
aus dem beigegebenen Schema I hervorgeht, darauf, daB das un- 
verseifbare Material mit nur geringen Mengen Cholesterin von 
Gasolin leicht aufgenommen, und daf in heiBem Methylalkohol nur 
Cholesterin, aber nicht das ,,.Restunverseifbare“‘, von dem das noch 
nicht reine Cholesterin in der Hauptsache begleitet ist, gelost wird. 

Das nach Schema I gewonnene unverseifbare Material ist mut 
Natriumaithylat abermals mehrere Stunden lang verseift, danaci: 
die Reaktionsflissigkeit mit Wasser verdiinnt und mit Petrol- 
ather ausgeschiittelt worden. Der Petrolatherextrakt ergab em 
braunrotes Ol, das wieder in der angegebenen Weise mit Methy]- 
alkohol zum Cholesterin und ,,Unverseifbaren* fiihrte. 

Aus der aétherischen Lésung des ,,Unverseifbaren® erhalt man 
mit HCl und Br, das von Channon und Marrian?) schon be- 
schriebene Hydrochlorid und Bromid eines squalenartigen Koblen- 
wasserstoffs. Fiir die weitere Untersuchung des ,,Unverseifbaren”. 
die noch vorgenommen werden soll, ist jedoch die Fallung des 
Kohlenwasserstoffes als Bromid vorzuziehen, weil ein groBer Teil 
der noch nicht untersuchten Begleitstoffe des Kohlenwasserstoits 
bei der Behandlung mit HCl] verkohlt und schmierig wird. 

Orientierende Versuche an der Extraktion II, die in der bei | 
angegebenen Weise ausgefiihrt wurden, haben ergeben, dafi der 
Petrolitherextrakt nach der 3. Verseifung mit Na-Athylat eine 
braune Masse hefert. der mit Ather eine gelbe Masse entzogen werden 
kann, die weder die Salkowskische und Liebermann-bur- 
chardsche Cholesterinreaktion, noch eine Fallung mit Digitonin 
ergab. Aus der alkoholischen und itherischen Lésung der gelben 
Masse konnte aber mit Br, eine farblose Fallung gewonnen werden. 

Vorversuche an der Extraktion III zeigten ebenfalls, dab 
Cholesterin nicht oder nur sehr wenig vorhanden ist. Mit HU! 
konnte darin bis jetzt der von Channon und Marrian gefundene 


') Vel. Schema I. 
“) A. 


a. O. 
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Kohlenwasserstoff nicht nachgewiesen werden. Die iatherische 
Losung dieser Fraktion schied nach einiger Zeit den friiher schon 
an anderer Stelle erwihnten Koérper vom Schmelzp. 220° aus. 


Schema I. 
(Zur Aufarbeitung des Konzentrats 1.) 
Riickstand 


r Mit heiBem 
* Gasolin behandel 





| | 
| 


Y Y 
Rote Lésung Schwach gefiirbter 


Riickstand 


hellgelbe Lésung 
eingedampft 


Mit Ather behandelt ; 





{ 
a | 
2 | 
g | Cholesterin ') ¥ 
ca | A oA " 
| Riickstand 
g| 2 
| 3| = a|o 
| qa 3 q\o 
aja = o|* 
sic & a 
sia « = 3 
Z| s 2 |34 
=|3 | 3 | 
Y = | Y 
Sehwach gefirbte —-—_-— _—- Riiekstand 
4 1 
Krystalle ') 
| Ab filtriert _In Gasolin aufgen. —_| 
| | 
Y Y 


Rote Lésung, deren Riickstand nach dem Abdampfen 
zum dritten Male mit Na-Athylat verseift wurde. 


') Das noch von unverseifbarem Material begleitete Cholesterin 
wurde wiederholt aus heiBem Methylalkohol umkrystallisiert. Sowohl der 
in Methylalkohol beim erstmaligen Behandeln unlésliche Riickstand, als 
auch der aus den vereinigten und eingedampften Mutterlaugen gewonnene, 
wurden als roter Rest in Gasolin aufgenommen und mit dem friiher ge- 
wonnenen Unverseifbaren vereinigt. 
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Untersuchung von Galle auf den ungesattigten Kohlenwasserstoff. 

In zwei Versuchen wurden 900 bzw. 1500 ccm frischer Rinder- 
galle mit je 2 Liter 5°/,iger Natronlauge versetzt, umgeschiittel: 
und wiihrend 5—7 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Die heibe 
Liésung wurde filtriert und nach dem Erkalten ausgeiithert. Der 
Ather hinterlieB beim Abdestillieren 0,55 bzw. 0,85 g  farbloser 
Krystalle in gelbem Ol. Mit Digitonin konnten 50 baw. 85° , 
davon gefillt und iiber das Acetat als Cholesterin identifiziert 
werden. Das von iiberschiissigem Digitonin befreite ,,.Restunverseif- 
hare“ wurde vereinigt (insgesamt 0,5 g), in Chloroform gelést und 
mit Brom in Chloroformlésung versetzt. Unter starker Bromwasser- 
stoffentwicklung tiel eine rote Schmiere aus, die nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden konnte. 

Kin Priiparat von 2g gelbem, krystallinischem ,,Gallenunver- 
seifbaren® aus 51 Rindergalle, das wir der Giite der I. G. Farben- 
fabriken Elberfeld verdanken, wurde mit Digitonin vom Cholesterin 
(65°/,) befreit und die 0,7 g digitoninfreies, rotes, dliges ,,Rest- 
unverseifbares” in iitherischer Lésung mit gasférmiger Salzsiiure 
30 Stunden lang behandelt. Die Lisung firbte sich bald schwarz. 
ein Niederschlag bildete sich jedoch nicht. Auch beim Eindampte: 
der iitherischen Lésung entstand nur eine glasige, spréde Masse, 
aus der sich auch beim Umlésen aus heiBem Aceton keine Krystalle 
absonderten. 

Auch im ,,Unverseitbaren* aus 100 Liter Rindergalle und i 
1.3e@  Restunverseifbarem* aus Hundegalle (fiir Uberlassung diese 
Priiparate sind wir Herrn Dr. Jenke zu besonderem Dank yei- 
nflichtet) konnte der ungesittigte Kohlenwasserstoff als Hydro- 
chlorid nicht nachgewiesen werden. | 
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Zur Kenntnis der Peptidbindung. ') 
Von 
Max Bergmann und Karl Grafe. 


(Aus dem Kaiser Wilbelm-Institut fir Lederforschung, Dresden. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1939.) 


Das Wesen der fermentativen Peptidhydrolyse beruht darauf, 
dab das Ferment bei seiner Anlagerung an das Peptid die Saure- 
amidgruppe derart beeinfluBt, daB sie durch Wasser bei einem p,, 
nahe dem Neutralititspunkt mit erheblicher Geschwindigkeit ge- 
spalten wird. Man kann versuchen, dem Verstiindnis der fermen- 
tativen Labilisierung der Amidbindung dadurch niherzukommen, 
daS man sie durch definierte chemische Kingriffe in die Siiure- 
amidbindung oder in dic ihr riumlich benachbarten Atomgruppen 
nachahmt. Als erstes Leispiel derartiger Versuchsanstellung wurde 
kiirzlich’) die Tatsache berichtet, daB die Peptidbindung des 
Acetyl-glycyl-glycinesters (1) bei Ersatz ihres Imidwasserstoffes 
durch Acetyl (IJ) labil gegen verdiinntes wiBriges Alkali wird, das 
wohl If, nicht aber I zu Acetursiéure aufspaltet. 

Kin zweites Beispiel von substitutioneller Aktivierung?’) 
der Siureamidgruppe bietet die «,@-Diacetamino-propionsaure (IID. 
Wenn man eine ihrer Siiureamidgruppen durch Azlactonbildung 
mit dem benachbarten Carboxyl in Verbindung bringt(1V), so wird 
sie dadurch empfindlich gegen Alkohole. Der eine Essigsiiurerest 
wird nimlich durch Alkohole schon in der Kilte vom Stickstoff 
abgelést und man erhialt die ¢-Amino-c¢-acetamino-propionsiiure V 

I CH,CO-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOG,H, 
II CH,CO-NH-CH,-CO-N-CH,-COOC,H, 


| 
COCH, 


') 33. Mitteilung iiber peptidihnliche Stoffe. 

*) M. Bergmann, V. du Vigneaud u. L. Zervas, Chem. Ber. Bd. 62, 
S. 1909 (1929). 

*) Vel. M. Bergmann, Forschungen und Fortschritte Bd. 5, S. 308 
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NH-COCH, NH-COCH, 
| | 
Il CH,-C-COOH Iv CH,-C——CO 
| — 
NH-COCH, NO 
A 
'-CH, 
NH-COCH, NH-COCH, 
| | 
V CH,-C-COOH Vi CH,-C——CO 
_ ‘ OR OR 
: a 
NH, NH, O----<C——CH, 


NH-COCH, 


| 
VII CH,-C——CO 
4 OR 


| | 
NH, O——C=—CH, 


Die Entstehung der Aminosiure V verliert etwas von ihrer Seltsam- 
keit, wenn man annimmt, daB zunichst unter Anlagerung von 
Alkohol eine Abtrennung des einen Acyls vom Stickstoff erfolzt, 
so daB intermediir ein Verbindungstyp VI (oder VII) entsteht, der 
als Derivat eines Siureanhydrids durch Alkoholyse in V_ iiber- 
gehen kann. Dieser Auffassung entsprechend haben wir bei der 
Uberfihrung von IV mit Butylalkohol in V etwas Butylacetat 
isolieren kénnen. Da auf dem Weg von IV nach V im ganzen 
3 Wasserstoffatome eintreten, beteiligen sich offenbar drei Molekiile 
Alkohol an der Reaktion, und es ist wahrscheinlich, daB zwei von 
diesen in ein Molekiil Ather iibergefiihrt werden. Der Ubergang 
von III in eines der hypothetischen Zwischenprodukte VI oder VI! 
besteht in der Wanderung eines Acylrestes vom Stickstoff zum 
Sauerstoff, wie man sie bisher nur in stark saurer Lésung be- 
obachtet hat. 

Fiir die fermentative Peptidhydrolyse ergibt sich aus den 
mitgeteilten Versuchen, da8 man bei solchen Fermenten, welclie 
Peptide vom freien Carboxyl her aufspalten, an die intermediire 
Bildung eines Oxazolin- oder Oxazolidinringes und weiter an eine 
Wanderung von Acyl aus der Peptidbindung nach dem freteu 
Carboxyl zu denken hat nach dem Schema 





\c—CooH SC——Cco Yon ap 
<a 4 | | bzw | | ‘ 
NH NH O ‘2 * 
~ in ol i > a | 
CO-CHR-NH— ((OH)-CHR-NH— CHR -NH- 
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Zur Kenntnis der Peptidbindung. 


a ‘Sc-—coo cooH 
/ | -+- . 
NH, O —> NH, CHR-OH— 
| 
CO-CHR-NH— 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir 
die Gewahrung von Mitteln zu ehrerbietigstem Dank verpflichtet. 


a-Amino-c-acetamino-propionsaure (Hormel V). 

5 g Azlacton der «,«-Diacetamino-propionsiure?) wurden unter 
kriftigem Schiitteln in der 6fachen Menge wasserfreiem Methyl-, 
Athyl- oder Butylalkohol in der Kalte aufgelést. Schon nach 
wenigen Minuten begann die Abscheidung der in der Uberschrift 
genannten Aminosdure in Form farbloser Niidelchen, deren Menge 
nach halbtagigem Stehen 4,2 g betrug. Die Ausbeute war also 


'so gut wie quantitativ. Das Priparat war ohne weiteres analysen- 


rein. Wir haben fir die Analyse bei 783° und 0,1 mm iiber P,O. 
getrocknet. 
Priparat I 0,1236 g Substanz gaben 0,1860 g CO, und 0,0750 ¢ H,O. 


3,245mg ¥s 5  0,542ccem N (24°, 759mm, nach Preg)). 
Priparat II 0,1101 g i »  0,1652 g CO, und 0,0664 g H,O. 
3,440 mg id »  0,565eem N (22°, 758mm, nach Preg)). 
C.H,,O;N_ (146,09) Ber. C 41,07°/, H 6,90°/, N 19,18°/, 
I. Gef. ,, 41,04 6,79 », 19,17 
I. ., 4, 40,92 6,75 18,95. 


Die Aminosaure firbt sich beim Erhitzen im Capillarrohr nach 
geringem Sintern von 163° an gelb und zersetzt sich bei 165° (korr.) 
unter Aufschiumen. In organischen Lésungsmittel ist sie schwer 
léslich oder nahezu unléslich. Selbst von Wasser braucht sie 
bei 20° mehr als das 50fache. Die wiBrige Lisung reagiert 
neutral gegen Lackmus. Von verdiinnten wiiBrigen Mineralsiiuren 
wird sie unter Salzbildung leicht aufgenommen. Beim Erwiirmen 
mit feuchtem Kupferoxyd entsteht ein blaues, lisliches Salz. Ein 
Pikrat ist in gelben, glitzernden Nadeln erhiltlich. Bei etwas 
langerem Erhitzen mit Pikrinsiure erfolgt aber schon Zersetzung. 

HeiBe Mineralsaéuren spalten schon in kurzer Zeit zu Brenz- 
traubensiure, Ammoniumsalz und Essigsiure. Als wir z. B. 
10 Minuten mit n-Salzsiure kochten und dann bei 11 mm wiederholt 
mit Wasser eindampften, konnten wir im Destillat 85°/, d. Th. 
it Brenztraubensiure als Phenylhydrazon, im Riickstand 80°/, d. Th. 
‘n Salmiak isolieren. 





') Vgl. die vorangehende Mitteilung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physio). Chemie. CLXXXVII. 
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Acetylierung: Sie wurde mit Hilfe von Keten?) vorgenommen. 
0,75 g Aminoséure wurden in der iiquivalenten Menge n-Natron- 
lauge (5 ccm) gelést und in die Lisung bei 20° Keten eingeleitet. 


Nach 30 Minuten gaben wir zu der Fliissigkeit, die sauer aut 


Lackmus reagierte, noch 5 ccm n-Schwefelsiure, verdampften unter 
geringem Druck zur Trockne und kochten wiederholt mit Alkoho! 
aus. Aus dem Extrakt wurden 0,58 g a@,a-Diacetamino-propion- 
siure gewonnen, die nach dem Krystallisieren aus Alkohol bei 
190° (korr.) u. Zers. schmolz.”) Ber. N 14,77°/, Gef. N 14,69") . 

Damit ist der Beweis erbracht, daB in der Amino-acetamino. 
propionsiure die beiden stickstoffhaltigen Gruppen am q@-Koblen- 
stoft sitzen. 

Benzoylierung: Bei der Behandlung mit einem Uberschut 
von Benzoylchlorid und Natriumbicarbonat und nachtfolgendem 
Ansiiuern erhielten wir ¢-Acetamino-«-benzamido-propionsiiure vou 
Zersetzungsp. 186—187° (korr.). Sie bildet sechsseitige Bliittchen 
oder T'afeln, die leicht léslich in heiSem Alkohol und in Kisessiy 
waren, weniger in Wasser und sehr schwer in den meisten anderen 
organischen Mittein. 

Zur Analyse war bei 78° und 9 mm iiber P,O, getrocknet. 


0,1164 ¢ Substanz gaben 0,2466 g CO, und 0,0570 g H,0O. 

4,565 mg ™ m 0,439 cem N (23,5° und 757 mm, nach Preg!. 

©,,H,,0,N_ (250,13) Ber. C 57,579, H 5,64°/, N 11,20°, 
Gef. ,, 57,78 ,, 5,48  ,, 11,08 


1) Uber die Acetylierung von Aminosiiuren mit Hilfe von Keten wir: 
von M. Bergmann u. F. Stern an anderer Stelle berichtet werden. 

*) Eine Mischung mit a,a-Diacetamino-propionsiure, die direkt au: 
srenztraubensaiure und Acetamid bereitet war, zeigte keine Schmelzpunkts- 
depression. 
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Synthese eines Peptids und anderer Abkémmlinge der 
v-Aminoacrylsiure (Dehydroalanin) aus Brenztraubensidure’). 


Von 


Max Bergmann und Karl Grafe. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1930.) 


Brenztraubensiure vereinigt sich mit Acetamid. Von den drei 
Reaktionsprodukten, die wir auffanden, seien hier zwei beschrieben. 
Das eine ist aus Aiquimolekularen Mengen der Komponenten unter 
Wasseraustritt entstanden und ist Acetyl-dehydroalanin. Hierfiir 
kommen die beiden tautomeren Formeln einer ¢-Acetamino-acry]- 
siure I und einer g-Acetimino-propionsaure II in Betracht: 


I CH,=C(NH-CO-CH,)-COOH 
II CH,-C(=N-CO-CH,):COOH. 
In viel gréBerer Menge bildet sich aus 1 Mol Brenztrauben- 
siure und 2 Mol Acetamid die «,a-Diacetamino-propionsiure IIT. 
IIL CH,-C(NH-CO-CH,),-COOH. 


Sie geht beim Erwirmen mit Essigsiure unter Abspaltung von 
Acetamid in Acetyl-dehydroalanin iiber, das mit stirkeren Saiuren 
Brenztraubensiure zuriickliefert. Fiir ihre Strukturformel III ist 
entscheidend, daB sie zweifellos verschieden ist von der «, 8-Diacet- 
amino-propionsiure, die wir zum Vergleich aus a, 8- Diamino-propion- 
siure bereitet haben. 

Fiir Acetyl-dehydroalanin konnten wir zwischen den For- 
meln I und II zugunsten der ersteren mit Hilfe der Diazomethan- 
reaktion entscheiden. Aus den Untersuchungen EK. Buchners’) 
und H. von Pechmanns’*) weiB man, dab «,f-ungesittigte 
Siuren Diazoessigester und Diazomethan addieren unter Bildung 
von Pyrazolin-carbonsauren, daB die Reaktionsprodukte den auf- 
senommenen Stickstoff in «-Stellung zum Carboxyl enthalten und 


') 31. Mitteilung tiber peptidihnliche Stoffe. 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 273, 8S. 214 (1893). 
’) Chem. Ber. Bd. 33, S. 3594 (1900). 
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ihn leicht unter Bildung von Trimethylencarbonsiiuren abgeben. 
Unser Acetyl-dehydroalanin nimmt bei der Behandlung mit 
Diazomethan ebenfalls ein Mol davon auf, und auBerdem wird 
das Carboxyl verestert. Wir geben dem Reaktionsprodukt die 
Formel IV eines 3-Acetaminopyrazolin-3-carbonsiure-methylesters 


CH,--C—NH-COCH, 


| be 
IV CH, N COOCH, 


A 
Ny 


Dieser Ester spaltet schon bei 70° Stickstoff ab und liefert 
einen Ester C,H,,0,N, fiir den folgende 3 Formeln in Betracht 


kommen: 
CH,——C—NH-COCH, CH—C—NH-COCH, 


he VI | iy 
\cH,/ COOCH, CH, —COOCH, 
CH—CH—NH-COCH, 

my 
CH, COOCH, 

Wir haben nicht versucht, zwischen den Formeln V bis VIJ 
zu entscheiden, da schon die Entstehung und das Verhalten des 
Zwischenproduktes IV geniigt, um fiir unser Acetyldehydroalanin 
die Formel I eines Amino-acrylsiiure-derivates sicher zu stellen. 

Fiir die dehydrierten Aminosiuren, welche als Zwischenprodukte 
des biologischen Auf- und Abbaues der Aminosiuren auftreten, 
hat man zunichst nur die Formeln von @-Iminosiiuren in Betracht 
gezogen, z. B. fiir Dehydro-alanin die Formel einer Imino-propion- 
siure VIII 

VIII CH,-C(=NH)-COOH IX CH,—C(NH,)-COOH. 


V 


VII 


Wir haben wiederholt') darauf hingewiesen, daB beim gegen- 
seitigen biologischen Ubergang von Keto- und Aminosiure die 
Amino-acrylsiuren vom Typus IX eine Rolle spielen diirften. Der 
fiir das Acetyl-dehydroalanin von uns gefihrte Strukturbeweis 
zeigt eindringlich die Berechtigung unserer Hypothese. In diesem 
Zusammenhang sei erwihnt, daB unser Acetyl-dehydroalanin sicli 
spielend zu Acetyl-alanin hydrieren 1aBt. 

Bringt man das Amid der Chloressigsiure auf Brenztrauben- 
siure zur Kinwirkung, so entsteht «-Chloracetamino-acrylsaure \ 


neben «,«-Di-(chloracetamino)-propionsiure XI. 


!) Vel. z. B. M. Bergmann, A. Miekeley und E. Kann, Diese Z:. 
Bd. 146, S. 247ff (1925). 
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‘ie lést sich in der Hitze leicht in Wasser und in Hisessig, 
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X CH,=C-COOH XI CH,-C(NH-COCH,-Cl),-COOH. 
XH-COCH, -Cl 
Das Halogen der Siure X 1aBt sich durch Ammoniakbehandlung 
gegen die Aminogruppe austauschen, und man erhilt das ungesittigte 
Dipeptid Glycyl-dehydroalanin: 
XIla NH,-CH,-CO-NH-C(=CH,)- COOH 


baw. 
XIIb NH,-CH,-CO-N=C(CH,)-COOH. 

Durch das Fermentgemisch des kiuflichen Pankreatins wird 
dieses ungesittigte Dipeptid gespalten und zwar etwa mit derselben 
Geschwindigkeit wie Glycyl-glycin. Durch katalytisch angeregten 
Wasserstoff wird es andererseits rasch in Glycyl-alanin umgewandelt. 

Dieses neue Verfahren der Peptidsynthese, das eine «-Keto- 
siure zum Ausgangspunkt wihlt, diirfte fiir priiparative Zwecke 
nur beschrankte Bedeutung erlangen. Dagegen scheint es uns 
nicht ausgeschlossen, daf es biologisch eine Rolle spielt. Wir 
werden dieser Frage weiterhin unsere Aufmerksamkeit widmen. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
fir die Gewihrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 

a,c-Diacetamino-propionsaure (ILI). 

80 g Acetamid und 65g frisch destillierte Brenztraubensiure 
wurden am RiickfluBkiihler unter 20 mm Druck 3 Stunden im 
Bad von 110—115° erhitzt, wobei schon in der Hitze reichliche 
Krystallisation eintrat. In der Kilte entstand ein harter, schwach 
gelber Krystallkuchen, welcher neben der Diacetamino-siure etwas 
¢-Acetamino-acrylsiure und noch ein anderes Kondensations- 
produkt enthielt. Er wurde zerkleinert und mehrmals mit Essig- 
ester ausgekocht, solange noch Monacetamino-siure in Liésung 


|} sing. Die hinterbleibende Diacetamino-propionsiure (70—75 g) 


war nach Krystallisation aus Alkohol rein. Die aufiallend triage 
Abscheidung aus dem Alkohol wurde durch Reiben mit dem 


Glasstab stark beschleunigt. 


0,1081 g Substanz gaben (bei 78° und 0,3 mm iiber P,O, getrocknet) 
1763 g CO, und 0,0638 g H,O. 
2,365 mg Substanz gaben 0,304 ecm N (21°, 752 mm, nach Preg)). 
C,H,,0,N, (188,11) Ber. C 44,65°/, H 6,43°/, N 14,89°/, 
Gef. ,, 44,48 » 6,60 14,77 
Diacetamino-propionsiure schmilzt bei raschem Erhitzen 
unter Zersetzung bei 189—190° (korr.) zu einer gelben Flissigkeit. 
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schwerer in Alkohol und sehr wenig in den meisten anderen 
organischen Mitteln. Aus Alkohol erhalt man sie in sechsseitigen, 
oft zentrisch angeordneten Prismen. Sie verhalt sich erwartungs. 
gemaB als einbasische Siure: 

0,1812 g Substanz verbrauchten 9,69 cem n/10-NaOH, statt ber. 
9,63 cem (Phenolphthalein). 

a,a-Diacetamino-propionsiure liBt sich tibrigens auch recht 
vorteilhaft aus Brenztraubensiure und Acetonitril in Gegenwart 
von konz. Schwefelsiiure bereiten nach dem von C. Béttinger’ 
fiir Benzonitril und Benzyl-cyanid angegebenen Verfahren. 

Methylester: Er wurde aus der in Ather suspendierten 
Siure mit Diazomethan bereitet und bildete farblose, lange Nadel 
vom Schmelzp. 186° (korr.). 


C.H,,0,N, (202,12) Ber. C 47,499’, H 6,98°/, N 18,869), OCH, 15,35° , 
Gef. ,, 47,64 »» 7,01 », 14,09 5 sens. 


«,?-Diacetamino-propionsaure. 

Die Siiure wurde zum Vergleich mit dem eben beschriebenen 
Isomeren aus der «,f-Dibrom-propionsiure*) bereitet, und zwar 
durch Umsetzung mit starkem Ammoniak unter Druck bei 100 bis 
110° wihrend 6 Stunden und nachtriglicher Acetylierung nach 
foleender Vorschrift: 

1,9 g «,8-Diamino-propionsiiure-hydrobromid wurden in 
siedendem Wasser mit der erforderlichen Menge Silberacetat ins 
essigsaure Salz umgewandelt, vom Bromsilber filtriert, das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff entsilbert und sofort unter geringem Druck 
zur T'rockne gedampft. Das krystallinisch zuriickbleibende essig- 
saure Salz erhitzten wir in 5 ccm wasserfreiem LHisessig mit 
2,25 ¢ Kssigsiureanhydrid (2,2 Mol) 2 Stunden auf dem Wasser- 
bad), verdampften unter geringem Druck und _ krystallisierten 
zweimal aus absolutem Alkohol. Die Krystallisation wurde dabe: 
durch Animpfen beschleunigt. 

Schmelzpunkt der «,f-Diacetamino-propionsaure 181—182' 
(korr.) nach Sinterung bei 178°. Die Schmelze ist farblos uné 
zeigt keine Gasentwicklung im Gegensatz zu der zuvor be- 





1) Chem. Ber. Bd. 14, S. 1599 (1881). 


2) E. Klebs, Diese Zs. Bd. 19, S. 301 (1894); E. Biilmann, Jl. f. prakt 
Chem. Bd. 61, S. 220 (1900). . 

3) Uber dieses Verfahren zur Gewinnung acetylierter Aminosiuren v¢!. 
M. Bergmann und L. Zervas, Biochem. Zs. Bd. 203, 8. 280 (1928). 
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schriebenen isomeren Siure aus Brenztraubensiiure und Acetamid. 
Das Gemisch beider Isomeren schmilzt unscharf zwischen 171 und 
174° (korr.) unter Zersetzung. 

Die «,f-Diacetaminosiure lést sich in der Hitze leicht in 
Alkohol, Wasser und Hisessig. Sie bildet dicke, sechsseitige 
Platten, die bei 56° unter 0,1 mm iiber Phosphorpentoxyd nicht 
an Gewicht verlieren. 

0,1001 g Substanz gaben 0,1630 g CO, und 0,0578 g H,O. 


rt 5,145 mg _s,, » 0,648 eem N (22°, 767 mm, nach Preg)). 
Y C,H,.0O,N. (188,11) Ber. C 44,65°/, H 6,43°/, N 14,89°), 

Gef. ,, 44,41 » 6,46 » 14,71 
en o«-Acetamino-acrylsaure (1). 


Sie entsteht als Nebenprodukt in kleiner Menge bei der 
Kondensation von Brenztraubenséure mit Acetamid. Fiir die 
>» ff priparative Darstellung haben wir aber e,-Diacetamino-propion- 
siure durch kurzes Erhitzen mit Kisessig gespalten. Die reinsten 
Priparate erhielten wir, wenn wir Diacetaminosiure mit der 
4fachen Ejisessigmenge 8 Min. kochten, schnell abkiihlten und 


“ nach I stiindigem Stehen bei 0° die abgeschiedene Monosiure ab- 
ic saugten. Die Ausbeute betrug dann 50—60°/, d.Th. Aus der 
Mutterlauge lieB sich aber durch Einengen noch ein Gemisch von 
ich “ie cl 

Mono- und Disiure isolieren, das erneut verarbeitet wurde. 
Die Monoacetamino-propionsiure wurde zur Analyse bei 56° und 
(0 F 0,1 mm iiber PO, getrocknet. 
-_ 0,1401 g Substanz gaben 0,2376 g CO, und 0,0670 g H,O. 
rat 3,575 mgs, » 0,327 ecm N (18°, 758 mm, nach Pregl). 
ack C,H,O,N (129,06) Ber. C 46,499), H 5,47%, N 10,85%, 
sig- Gef. ,, 46,25 1) 385 », 10,70 
mit 0.3096 g Monoacetamino-siure verbrauchten mit Phenol- 
ser- § phthalein 24,17 com n/10-Natronlauge; ber. 23,99 ccm. 
ten Die Saure lést sich leicht in heiBem Wasser, heiBem Methy]l- 


be: fF und Athylalkohol und heiBem Eisessig, schwerer in Aceton und 

Kssigester und fast gar nicht in Ather, Benzol und Chloroform. 
82° — Sie bildet lange, farblose Nadeln, die sich beim raschen Erhitzen 
und — gegen 198—200° (korr.) unter Aufschiumen und Braunfirbung 
be- §— Zersetzen. Der Zersetzungspunkt liegt also nur wenig hoher als 

bei der «,a-Diacetaminosiure. Dagegen unterscheiden sie sich 

darin, daB die Monosiure sodaalkalische Permanganatlésung, sowie 
ak | Bromwasser augenblicklich entfairbt. Von verdiinnter Salzsiure 
und langsamer von kochendem Wasser wird sie unter Bildung von 
Brenztraubensdure gespalten. 
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Verwandlung in Acetyl-d,l-alanin: Sie vollzieht sich 
leicht und in sehr befriedigender Ausbeute bei der Hydrierung 
in Gegenwart von Palladiummohr. Das Acetylalanin schmolz be; 
136° (korr.), wahrend Fischer und Otto!) 137,5° (korr.) angeben. 
Kin Gemisch mit einem aus Alanin bereiteten Priaparat zeigte 
keine Depression. 

C,H,O,N Ber. C 45,779, H 6,92%  N 10,69%, 
Gef. ., 45,62 » ae », 10,58 


3-Acetamino-pyrazolin-3-carbonsaure-methylester (IV). 


2,6 g sorgfiltig gepulverte Acetamino-acrylsiure wurden mit 
einem UberschuB von Diazomethan in Ather behandelt, wobei 
unter anfangs heftiger Stickstoffentwicklung im Laufe einiger 
Stunden véllige Lésung eintrat. Diese wurde verdunstet, das 
zuriickbleibende Ol in Essigester gelést und wieder verdunstet, 
Jetzt erfolgte Krystallisation. Anhaftendes Ol konnte teilweise 
mit etwas Ather ausgespiilt werden. Ausbeute 2,85 g entsprechend 
75°/, d. Th. 

Bei der Reinigung mu8 auf die Empfindlichkeit der Substanz 
gegen Wiirme Riicksicht genommen werden. Man kann z. B. 
durch Schiitteln mit sehr viel trockenem Ather auflésen und durch: 
Abdunsten wieder abscheiden. Dabei treten leicht groBe Ver- 
luste ein. 

Zur Analyse wurde bei 18° und 0,2 mm iiber P,O, getrocknet. 


0,1026 g Substanz gaben 0,1710 g CO, und 0,0544 g H,0. 


2,290 mg ‘ » 0,454 cem N (19°, 742 mm, nach Preg)). 
C,H,,0O,N, (185,11) Ber. C 45,38°/, H 5,999, N 22,70°/, 
Gef. ,, 45,46 » 9,98 »5 22,68 


Der Ester schmilzt zwischen 67 und 68° unter langsamer 
Stickstoffentwicklung. Er ist in Wasser, Alkohol, Essigester. 
Aceton, Chloroform und Benzol sehr leicht léslich, in Ather und 
Tetrachlorkohlenstoff miBig, in Ligroin und Petrolither schwer 
Bei lingerem Liegen im geschlossenen GefiB zersetzt er sicl 
unter Gelbfiirbung. Als wir 2,6 g Ester 11/, Stunden erwirmter, 
wobei die Temperatur entsprechend der Stickstoffentwicklung|langsau 
von 70 auf 110° gesteigert wurde, und nachher bei etwa 5 mm 
destillierten, gingen gegen 144° 1,85 g eines farblosen, zile! 
Oles iiber, das langsam und nur unvollstindig krystallisierte. 
Wabrscheinlich lag ein Gemisch vor. Die Krystalle wurden 2! 


') Chem. Ber. Bd. 36, 8. 2115 (1903). 
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Ton abgepreBt und mehrfach aus Benzollésung mit Petroliither 
abgeschieden. Hierbei traten sehr groBe Verluste ein. Der er- 
haltene Ester, dem eine der beiden Formeln VI und VII (vgl. 
weiter oben) zukommen diirfte, schmolz bei 86,5—87° zu einer 
farblosen Fliissigkeit. Er war leicht liéslich in Wasser, Alkohol, 
Aceton, Essigester, Chloroform und Benzol, weniger in Ather und 
sehr schwer in Petrolither. 


0,1031 g Substanz gaben (bei 18°, 0,2 mm getrocknet) 0,2022 ¢ CO, 
and 0,0653 g H,O. 
4,005 mg Substanz gaben 0,305 eem N (22° 756 mm, nach Preg)). 
C,H,,0,N (157,09) Ber. C 53,47°/, H 7,06 °/, N 8,92°/, 
Gef. ,, 53,49 » 7,09 y 8,77 


e-Chloracetamino-acrylsadure (Forme! X). 


3g reine Brenztraubensiiure und 5 g Chloracetamid!) wurden 
2 Stunden unter 20 mm Druck riickflieBend auf 110° erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde die feste Masse griindlich mit Wasser 
verrieben, wobei etwa 2,6 g ungelist blieben. Sie waren ein 
Gemisch des in der Uberschrift genannten Stoffes mit «,a-Di- 
ichloracetamino)-propionsiure. Um letztere zu entfernen, wurde 
mit 20 ccm kaltem Aceton behandelt, in welchem sich fast nur 
die Chloracetamino-acrylsiure léste. Sie wurde durch starkes 
Kinengen der filtrierten Acetonlésung isoliert (1,8 g) und nochmals 
aus wenig Aceton umkrystallisiert. 


0,1284 g Substanz gaben 0,1725 g CO, und 0,0437 ¢ H,O. 


3,995 mg ™ 0,294 cem N (21°, 740 mm, nach Preg)). 
3,150 ,, % » 0,235 ,, 4, (22°, 749 ,, ). 
0,1676 ¢ ” » 0,1468 g AgCl. 
C,H,O0,NCI (163,51) 
Ber. C 36,699, H 3,70%, N 8,56%, Cl 21,68%, 
Gef. ,, 36,64 5» 3,80 »» 8,82, 8,51 55 21,67 


Die ungesiattigte Siaure schmilzt nach vorherigem Sintern 
zwischen 163 und 165° (korr.), je nach der Schnelligkeit des Er- 
hitzens und unter langsamer Gasentwicklung. Sie list sich leicht 
in Alkohol, etwas schwerer in Wasser und Aceton, sehr viel 
schwerer in Kssigester, Ather und Chloroform. Je nach dem 
Lisungsmittel krystallisiert sie in derben Prismen oder diinnen 
blittern. Von Permangan:t wird sie in sodaalkalischer Lisung 
augenblicklich oxydiert. 

Beim Schiitteln mit Wasserstoff in Gegenwart von Palladium- 


1) R. Scholl, Bd. 29, S. 2417 (1896). 
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mohr wurde die Saéure in wenigen Minuten in Chloracetyl-d,l-alanin ') 
vom Schmelzp. 127° (korr.) iibergefiihrt, das folgende Analysen- 
werte zeigte: 
0,1221 g Substanz gaben 0,1629 g CO, und 0,0536 g H,O. 
4,520 mg ie », 0,330 eem N (22°, 750 mm, nach Preg]). 
0,1632 g ‘ » 0,13897 g AgCl. 
C,H,O,NCl (165,53) 
Ber. C 36,259, H 4,879, N 846%, Cl 21,42, 
Gef. ,, 36,39 » a1 ,, 8,34 » 21,18 


«,a-Di-(chloracetamino)-propionsaure (Formel XI). 

Ihre Gewinnung ist schon im vorhergehenden Abschnitt be. 
schrieben. Das Rohprodukt (0,75 g) wurde fiir die Analyse zweimal 
aus Methylalkohol krystallisiert und bei 56° und 0,2 mm ier 
P,O, getrocknet. 

0,0982 g Substanz gaben 0,1176 g CO, und 0,0360 g H,O. 


4,390 mg ,, » 0,416 ccm N (22°, 750 mm, nach Preg)). 
0,1380 g . »  0,1530 g AgCl. 
C,H,,O,N,Cl, (257,01) 
Ber.  C 32,689, H 3,92, N 10,90% Cl 27,599, 
Gef.  ,, 82,66 y 4,10 10,82 27,43 


Schmelzp. 199° (korr.) unter Verfarbung und folgender Zer- 
setzung. Leicht léslich in heiBem Wasser, in Alkohol und Kis- 
essig, viel schwerer in Aceton und den meisten anderen organischen 
Mitteln. Die Siure krystallisiert in groBen sechsseitigen Prismen. 


Glycyl-dehydroalanin (Formel XII). 


3 g Chloracetamino-acrylsiure wurden in 30 ccm Ammoniak- 
lésung, die bei 0° gesiattigt war, 3 Tage aufbewahrt, dann unter 
geringem Druck verdampft und der farblose Riickstand in 100 ccm 
kaltem Wasser gelést und zur Lisung 3/, Liter Alkohol gefiigt. 
Uber Nacht schieden sich 2g des ungesittigten Dipeptids in 
Nadeln ab, entsprechend 75°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde nochmals in derselben Weise umkrystallisiert und 
bei 78° und 0,1 mm iiber P,O, getrocknet. 

0,1066 ¢ Substanz gaben 0,1634 g CO, und 0,0550 g H,O. 

3,323 mg - » 0,552 cem N (17°, 748 mm, nach Preg)). 

C,H,O,N, (144,08) Ber. C 41,64°/, H 5,60%, N 19,44°/, 

Gef. ,, 41,80 » tre 5, 19,24 


Das ungesittigte Peptid farbt sich im Capillarrohr von 190" 


1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2489 (1904). 
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1) an gelb, sintert und schaumt bei 192—193° (korr.) auf. Es list 

n- ff sich in kaltem Wasser nicht sehr leicht (s. 0.), in den organischen 
Lisungsmitteln so gut wie gar nicht. Bei der Behandlung mit 
katalytisch erregtem Wasserstoff geht es unschwer in Glycyl- 
d,l-alanin vom Zersetzungsp. 226° (korr.) iiber. Das gesiittigte 
Peptid wurde ebenfalls analysiert. 


0,1181 g Substanz gaben 0,1781 ¢ CO, und 0,0722 g H,O. 





2,050 mg ss, 0,341 ccm N (20°, 750 mm, nach Preg)). 
C;.H,,O,N, (146,09) Ber. C 41,07°/, H 6,90°%, N 19,18°/, 
Gef. ,, 41,13 ,, 684 ,, 19,12 


Verhalten von Glycyl-dehydroalanin gegen Pankrea- 


4 tin Merck: 0,0721 g Peptid wurden mit 1 ccm n/5-NaOH und 
: 2,5 cem Phosphatpuffer bei p,, 7,8 mit 1,5 com Pankreatinlésung 


aus 3g Pankreatin und 20 ccm Wasser) 14 Stunden bei 30° 
aufbewahrt. Dann wurde mit so viel Methylalkohol versetzt, dab 
der Gehalt der Fliissigkeit 85°/, betrug und in der iiblichen 
Weise der Acidititszuwachs mit Thymolphthalein als Indicator er- 
mittelt. Er betrug im Vergleich zu einer fermentfreien Blind- 
probe 0,9 com n/5-KOH entsprechend einer Spaltung des Peptids 
zu 36°/,. 
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Verbindungen von Brenztraubensadure mit Aminosauren.’) 
Von 
Max Bergmann und Karl Grafe. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Januar 1930.) 


a-Ketosiuren und Aminosiuren miissen im Stoffwechsel viel- 
fach aufeinander treffen. Es ist darum notwendig, ihre Ver- 
bindungsmoglichkeiten zu studieren, um so mehr, als es nicht aus- 
geschlossen ist, daB sie bei der natiirlichen Synthese von Peptiden 
und Proteinen eine Rolle spielen. Verbindungen der Brenz- 
traubensiure mit Glykokoll und mit Alanin, das Pyruvoyl-glycin 
(I)?) und das analoge Pyruvoyl-alanin*) sind bei der Saiurespaltung 
von Derivaten dehydrierter Dipeptide erhalten worden. 

I CH,-CO-CO-NH-CH,-COOH. 

Peptide der Brenztraubensiure mit Serin und Serinpeptiden 
glaubt S. Posternak‘) bei der Hydrolyse von Casein aufgefunden 
zu haben, ohne allerdings eine eingehendere Beschreibung derselben 
zu geben. Posternak spricht im Anschlu$ an die Befunde von 
Bergmann und Miekeley®) die Ansicht aus, daB peptidartig 
gebundenes Serin auf dem Weg iiber Pyruvoyl-peptide die Ent- 
stehung der Brenztraubensiure, die bei EKiweiBhydrolysen mebhr- 
fach beobachtet wurde®*), verursacht. 

Wir berichten nunmehr iiber die Synthese von Verbindunge: 
der Brenztraubensiure mit Aminosiuren aus den Komponenten. 
Um die Brenztraubensiure fiir die Vereinigung mit Aminosiuren 
herzurichten, haben wir zuniichst ihre Ketogruppe durch Einfiihrung 


') 32. Mitteilung iiber peptidihnliche Stoffe. 

*) M. Bergmann und A. Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, S, 128 (1924). 

8) Dieselben und E. Kann, Diese Zs. Bd. 146, 8. 247 (1925). 

+) C. R. Bd. 184, 8. 306 (1927). 

5) A. a. O. . 

’) K. A. H. Moerner, Diese Zs. Bd. 42, S. 121 (1904); E. Salkowski, 
Biochem. Zs. Bd, 183, S. 1 (1923). 
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son zwei Acetamidresten maskiert, und die so erhaltene a,«-Di- 
acetamino-propionsaure ') durch Erwarmen mit Essigsiiureanhydrid 
‘in ihr Azlacton II itibergefiihrt: 
NH-COCH, 
| 
| CH,-C——C=0 
| II | | 
N O 
Ni, atl 
U-CH, 


Das Azlacton verbindet sich ohne weiteres mit den Alkali- 
salzen der Monaminosiuren.”) Mit Glycinnatrium erhielten wir 
das Diacetamino-propionyl-glycin III, das in mineralsaurer Lésung 
seine Acetaminogruppen abspaltet und so Pyruvoylglycin I liefert 
In ihnlicher Weise haben wir auch die Synthese des Pyru- 


1el- voyl-d,l-phenylalanins 1V durchgefihrt. 

a iat Veidinaeiaeanaiess CH,-CO-CO.-NH-CH-COOH 
us- §& {il | IV | 

— (NHCOCH,), CH, - C,H, 

Te Die Pyruvoylaminosiuren zeigen, ihnlich wie Brenztrauben- 


ycin Bsiure, eine Reihe charakteristischer Farbreaktionen. Durch Mi- 
ung eeralsiuren werden sie unschwer in Brenztraubensiure und 
Aminosiure gespalten, durch Alkalien komplizierter verindert. 
las Hermentgemisch des kiuflichen Pankreatins hydrolysiert sie. 
versuche mit einheitlichen Fermenten sind in Aussicht genommen. 


+8 Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
fies wir fiir die Gewahrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 
von Azlacton der c,c-Diacetamino-propionsaure oder 2,4-Dimethyl-4- 
artig acetamino-oxazolin-on(5) (Formel II). 
4 38 g Diacetamino-propionsiure wurden mit 250 ccm Essig- 
le Piureanhydrid auf dem Wasserbade unter hiiufigem Schiitteln er- 
_ ffutzt, bis nach 2—2!/, Stunden alles gelést war. Dann wurde 
Dec" Panter geringem Druck und Ausschlu8 von Feuchtigkeit verdampft 
ntet find der schwach gelbliche Krystallriickstand aus 250 ccm wasser- 
ure! 


reiem Kssigester umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug bei Ver- 
urs Prbeitung der Mutterlauge 85—90°/, d. Th. 

0,1356 g Substanz gaben 0,2440 g CO, und 0,0743 g H,0. 

2,690 mg - » 0,385 eem N (19°, 736 mm). 

C,H,,O,;N, (170,09) Ber. C 49,39°/, H 5,93°/, N 16,47°/, 

Gef. ,, 49,08 » 6,13 », 16,20 

') Vgl. die vorstehend abgedruckte Mitteilung. 


wski. *) An ihrer Stelle kann man auch Aminosiureester verwenden, vgl. 
*rsuchsteil. 
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Das Azlacton schmilzt bei 152° (korr.). Es lést sich seh; 
leicht in Alkohol') und Eisessig, etwas schwerer in Aceton und 
Chloroform, ziemlich schwer in kaltem Essigester. Es bildet meist 
flache vierseitige, farblose Prismen. In kaltem Wasser lost es 
sich auf, beginnt aber schon nach einigen Minuten die charakte. 
ristischen Prismen der «a,a-Diacetamino-propionsiiure  abzu. 


scheiden. 


Selbsterwiirmung das Amid der Diacetamino-propionsiiur¢ 
CH,-C(NH-COCH,),-CO-NH,, 
das sich, wenn die Lésung nicht zu verdiinnt ist, sehr bald i; 
langen Niidelchen abscheidet. Zersetzungsp. 222° (korr.). 
0,1335 g Substanz gaben 0,2208 g CO, und 0,845 g H,O. 


2,665 mg soa, - 0,521 cem N (20°, 745 mm). 
C,H,,;03N, (187,13) Ber. C 44,89°/, H 7,00°/, N 22,46°, 
Gef. ” 45,11 ” 7,08 ) 22,33 


Diacetamino-propiony]-glycin (Formel III). 
Zur Lésung von 3,8 g Glykokoll (1/,, Mol) in 50 ccm n-Natron- 
lauge (?/,, Mol) wurden unter Wasserkihlung 8,6 g Diacetamino- 


propionsiure-azlacton (1/,, Mol) gefiigt, die in 75 ccm Acetouf ers 


suspendiert waren. Nach 10 Mic fiigten wir zur klaren Lisunz 
50 ccm n-Schwefelsiiure, dampften ohne Riicksicht auf dic ab- 


geschiedenen Krystalle unter geringem Druck zur Trockne wif 


kochten den Riickstand 4 mal mit je 50 ccm Athylalkohol au: 
Die Extrakte schieden beim Abkiihlen 12,5 g Diacetamino- 
propionyl-glycin ab und aus der Mutterlauge konnten noc: 


weitere 1,2 g gewonnen werden; das entspricht etwa 95°/, d. ‘Th, 
wenn man beriicksichtigt, da die Verbindung Krystallalkohe in 


enthilt. 


zu entfernen. In diesem Zustand enthalt die Verbindung 1 Mo 


Alkohol, den sie bei weiterem Stehen an der Luft allmahlich zip 


gréBbten Teil abgibt. 


2,1990 g Substanz (20 Min. an der Luft getrocknet) verloren bei 100 


und 0,2 mm iiber P,O, 0,3454 g an Gewicht. 
C,H,,0,N,+C,H,O (291,19) Ber. C,H,OH 15,81°/, Gef. C,H;OH 15,11 





1) In dieser Lisung zersetzt es sich aber bald, vgl. die nachfolge 
Mitteilung. 








Mit iithylalkoholischem Ammoniak entsteht unter deutliche; | 


( 
] 


¢] 


Zur Analyse wurde aus Athylalkohol krystallisiert und 20 sf 
30 Min. an freier Luft aufbewahrt, um den anhaftenden Alkolof 
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0,1206 g vollig getrocknete Substanz gaben 0,1943 g CO, und 0,0673 g H,O, 

2,510 mg _,, ” . 5 0,874 cem N (22°, 758 mm, 
nach Pregl) 

C,H,;0;Ns (245,14) Ber. C 44,06°/, H 6,17°/, N 17,14%, 

Gef. ,, 43,94 5, 6,24 5, 17,20 

Die Substanz bildet aus Alkohol Nadeln oder langgestreckte 
Platten, die sich leicht in Eisessig, schwerer in Alkohol und fast 
gar nicht in den meisten anderen organischen Mitteln lésen. Im 
Capillarréhrchen sintern sie von 210° an unter zunehmender 
Firbung und zersetzen sich bei 215° (korr.) unter Aufschiumen 
zu einer rotbraunen Fliissigkeit. 

Der Athylester des Diacetamino- propionyl-glycins 
entsteht, wenn man 3,4 g Azlacton der Diacetamino-propionsiiure 
in 15 ccm Methylalkohol lést und sofort mit der ‘therischen 
Lisung von Glykokollester in bescheidenem UberschuB vermischt. 
Alsbald tritt unter deutlicher Selbsterwiirmung Krystallisation 
der feinen, verfilzten Nadeln des genannten Dipeptidesters ein. 
3,0 g entsprechend 96°/, d. Th. (auf Azlacton berechnet). Das Roh- 
produkt ist bei sorgfiltiger Herstellung sofort rein. 

Die Analyse des Rohproduktes, das bei 78° im Hochvakuum 


| iiber Phosphorpentoxyd zur Gewichtskonstanz getrocknet war, 


ergab: 

0,1242 g Substanz gaben 0,2200 g CO, und 0,0788 g H,O. 

3,255 mg - » 0,444 cem N (23,5°, 754 mm). 

C,,H,,0;N, (273,17) Ber. C 48,32°/, H 7,01 °/, N 15,38 °, 
Gef. ,, 48,31 » 1,10 15,58 

Der Dipeptidester schmilzt bei 179° (korr.) ohne Verfirbung. 
Kr lést sich leicht in Wasser, Methanol und LHisessig, etwas 
schwerer in Athanol und Aceton, schwer in Ather und besonders 


in Petroléther. Aus Essigester bildet er zentrisch angeordnete 


Nidelchen. 


Neue Synthese des Pyruvoyl-glycin (Forme! J). 
10 g Diacetamino-propionyl-glycin oder die entsprechende 


Menge Athylester werden mit 125 ccm n-Salzsiiure 30 Min. im 
Bad von 115° riickflieBend im gelinden Sieden gehalten, dann 


im Vakuum aus einem Bad von 40—45° zur Trockne verdampft, 


toch zweimal unter Wasserzusatz verdampft und der Riickstand 
echlieBlich griindlich mit Ather ausgeschiittelt. Beim Verdampfen 
der getrockneten Atherlésung scheidet sich das Pyruvoyl-glycin 
Mm farblosen Tafelchen ab, die durch Aufnehmen in warmem 
y asserfreiem Ather und langsames Abscheiden mit Petrolither 
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umkrystallisiert werden. Ausbeute mindestens 2,5 g entsprechend 
50°/, d. Th. Arbeitet man unvorsichtig, so kénnen durch weitere 
Spaltung unter Bildung von freier Brenztraubensdure betrachtliche F< 
Verluste eintreten. 


0,1023 g Substanz gaben 0,1557 g CO, und 0,0451g¢ H,0. 


2,980 mg rm » 0,250 cem N (21°, 751 mm). a 
C.H,O,N (145,06) Ber. © 41,369,  H 4,86, N 9,66°, 
Gef. ,, 41,51 4,93 » 9,63. b 


Schmelzp. 90° in Ubereinstimmung mit dem auf anderem 
Weg erhaltenen friiheren Priparat.') Auch Krystallform und 
Léslichkeiten entsprachen der friiheren Beschreibung, ebenso dic 
Wirbung mit Pikrinsiiure. Wir haben jetzt zum Vergleich mit 
Brenztraubensiiure noch einige weitere Farbreaktionen untersucht. 

Mit Nitroprussidnatrium und Ammoniak erfolgt Blaufarbung, § 5 
die mit Kalilauge zum Unterschied von Brenztraubensiiure in Fi 
Schmutziggriin tibergeht. Setzt man vor Zugabe der Kalilauge Ff ec} 
Kssigsiiure zu, so schligt die Farbe nach Hellorange um, setzt 
man erst Kalilauge und dann Essigsiiure zu, so wird die Lésung 
erst blaugriin, dann blau und schlieBlich farblos. Mit #-Naphtho! 
in konz. Schwefelsiure erhalt man eine orangerote Farbung, die 
beim Erwirmen verschwindet, wihrend sie bei Brenztraubensiiure 
unter denselben Umstiinden erhalten bleibt oder sogar verstiirkt 
wird. 

Spaltung mit Pankreatin: 0,0725 g Pyruvoyl-glycin, 2,5 ccm 
Phosphatpuffer (p,, 7,8) mit 2,6 ccm n/5-Natronlauge auf p,, 7,6 bis 
7,8 gebracht; 0,15 g Pankreatin Merck in 1 ccm Wasser. Versuchs- 
temperatur 30° Nach 15 Stunden betrug der Aciditaitszuwach: 
0,55 com n/5-KOH, entsprechend einer Spaltung von 22°/,. 


«,a-(Diacetamino-propiony])-d, l-phenylalanin. 


CH,-C-CO— NH-CH-COOH 
(NH-COCH,). CH, + C,H; . be 


8,5 ¢ Azlacton der Diacetamino-propionsiure wurden mt f | 
150 ccm absolutem Alkohol iibergossen und dazu ohne Zoger § j,, 
die Lisung von 8,25 g d,l-Phenylalanin in 51 ccm n-Natronlauge f ,.,,., 
in der Kiilte zugefiigt, das Ganze '/, Stunde aufbewahrt und dau f ,.., 
mit 51 ccm n-Schwefelsiure versetzt. Nachdem unter geringemf ,..., 


1) M. Bergmann, A. Miekeley, F. Weinmann und E. Kanu _ 
Diese Zs. Bd. 143, 8S. 120 (1925). 
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Druck zur Trockne verdampft war, wurde der Riickstand mit 
300 ccm absolutem Alkohol ausgekocht. Aus der erkalteten und 
eingeengten Lésung schieden sich im ganzen 15,3 des in der 
Uberschrift genannten Produktes ab, entsprechend 80°/, d. Th. 
unter Beriicksichtigung der Tatsache, dai die Substanz Krystall- 
alkohol enthalt. 


Zur Analyse war nochmals aus Alkohol krystallisiert und kurze Zeit 
bei 56° und 11 mm iiber P,O, getrocknet. 

0.1184 g Substanz gaben 0,2467 g CO, und 0,0770 g H,O 

4.095 mg “ »» 0,402 eem N (22°, 729 mm, nach Preg!) 

C,,H.,0;N, + C,H,O (881,24) Ber. 56,66, C 7,14% H 11,02%), N 

Gef. 56,83 7,28 10,90 

Der Krystallalkohol entweicht erst bei tagelangem Krhitzen aut 
56° unter 0,1 mm (ber. Verlust 12,07°/,, gef. 11,65°/,). Hoéheres 
Krhitzen fihrt zu Sublimation. Die getrocknete Substanz wurde 
bentalls analysiert: 


0.1032 g Substanz gaben 0,2158 g CO, und 0,0585 g H,O 


3.060 mg .9 5» 0,344 eem N (22°, 749 mm, nach Pre g}) 
C.¢H10;N, (835,19) Ber. 57,28°/, C 6,31°/, H 12,54°/, N 
Gef. 57,03 6,34 12.82 


Schmelzp. 219—220° (korr.) unter Zersetzung. Die alkoholhaltige 
Substanz verliert den Alkohol beim Umkrystallisieren aus Essigester. 

Der Methylester entsteht sowohl aus dem eben beschrie- 
penen Acetyl-Dipeptid mit Diazomethan wie aus dem Azlacton II 
mit Phenylalanin-methylester. Schmelzp. 196° (korr.). 


U,,H,,0,N, (349,20) Ber. 58,42°, C 6,64°/, H 12,03%, N 
Gef. 58,49 6,80 12,04 


Pyruvoyl-d,l-phenylalanin (Hormel !\). 


Die eben beschriebene Diacetamino-Verbindung wurde mit 
iberschiissiger n-Salzsiure 1 Stunde im Bad von 110° erhitzt, 
dann die Lésung unter geringem Druck zur Trockne gebracht, 
dies uuf Zusatz von Wasser wiederholt und der Riickstand mit 
\ther griindlich ausgelaugt. Die getrocknete Atherlésung gab 
uach starkem Kinengen bei fraktionierter Fillung mit Petroliither 
gut ausgebildete Prismen des Pyruvoyl-phenylalanin in einer Menge 
von 40°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde nochmals aus Ather-Petroliither krystalli- 
vert und bei Zimmertemperatur und 0,1 mm iiber P,O, getrocknet. 
‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII 14 
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0,1179 g Substanz gaben 0,2642 g CO, und 0,0608 g H,O 


5,450 mg of a 0,272 cem N (20°, 756 mm, nach Preg!) 
C,,H,,0,N (235,11) Ber. 61,25°/, C 5,57°/, H 5,96°/, N 
Gef. 61,12 5,77 5,78 


0,0535 g¢ verbrauchten 2,350 ccm n/10-NaOH bis zur Rétung von 
Phenolphthalein, wiihrend fiir 1 Aquivalent 2,276 ccm berechnet 
waren. 

Pyruvoyl-phenylalanin verhilt sich also gegen Phenolphthalein 
wie eine einbasische Saiure. Es schmilzt bei 94°. Es lost sich 
leicht in Alkohol, Ather, Essigester und Chloroform, schwer in 
kaltem Wasser, so gut wie gar nicht in Benzol und Benzin. Mit 
Nitroprus-idnatrium und Ammoniak gibt es eine Blaufirbune, 
die auf Zusatz von Kalilauge rot, spiiter schmutziggriin wird. Mit 
Kalilauge an Stelle von Ammoniak tritt sefort Rotfarbung ein, 
die beim Ansiuern mit Essigsiiure iiber Blaugriin nach farblos 
umschligt. Mit #-Naphthol in konz. Schwefelsiure gibt Pyruvoyl- 
phenylalanin eine orangerote Firbung. 

Das mit essigsaurem Phenylhydrazin bereitete schwach gelb- 
liche Phenylhydrazon schmolz bei 115—118° (korr.). 

C,,H,,0,N, (825,17) Ber. 12,92°/,N Gef. 12,96°/, N. 

Kine 3°/,ige wiBrige Lésung von Pyruvoyl-d,l-phenylalanin 
wurde durch Pankreatin Merck in 15 Stunden zu 70°/, gespalten. 














and 
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Uber Desamidocasein. 


Il. Mitteilung. ?) 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1930.) 


Die Eimwirkung der salpetrigen Siiure auf das Eiweibmolekil 
uft, vorausgesetzt, da keme sekundiiren Wirkungen eintreten, 
nicht sehr erhebliche Veriinderungen hervor: durch Elementar- 
nalyse allein laBt sich kaum ein Unterschied zwischen dem Aus- 
sangsmaterial und dem Reaktionsprodukt feststellen. Das ,,Des- 
emidocasein™* hat fast den gleichen Gehalt an Stickstoff, Sclwefel 
und Phosphor wie das fiir den Versuch benutzte Casem; nur die 
spezielle Untersuchung auf emzelne Aminosiiuren lift erkennen, 
i2f doch gewisse einschneidende Verinderungen am Molekiil vor 
sich gegangen sind. Das Lysin fehlt als solches im Desamido- 
asein, die Ausbeute an Histidin und an Arginin ist herabgesetzt, 
lagegen ist die Menge des T'yrosins und T'ryptophans unveriindert 
ebheben und die colorimetrisch nachweisbare Menge des Cystins 
Futspricht im Desamidocasein dem ganzen Gehalt an Schwefel, 
vikhrend im genuinen Casein sich immer nur ein ‘Teil des Schwefels 
m Form von Cystin colorimetrisch nachweisen lait. Hier scheint 
uso durch die Einwirkung der salpetrigen Siiure die reaktions- 
fihige Gruppe des Cystins véllig freigelegt worden zu sein. 

Was biologische Verhalten solcher, dem genuinen Kiweifi noch 
Shr nahestehenden Korper im Fiitterungsversuch ist bisher wenig 
erfolet. Da®B schon relativ geringe Eingriffe genigen, um Hiweih- 
orper fur die Kermente des Tierk6rpers unangreifbar oder doch 
chwer zuginglich zu machen, hat zuerst Dakin?) gefunden. Fir 
bis Desamidocasein hatten aber Dunnund Lewis?) nachgewiesen, 


') I. Mitteilung. Diese Zs. Bd. 183, S. 168 (1929). 
*) Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 13, 8. 357 (1912); Bd. 15, 
271 (1913). 
*) Dunn u. Lewis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 49, 8. 343 (1921). 
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daB es in vitro von Pepsin und ‘Trypsin verdaut wird. Auch Ere). 
sin spaltete nach vorheriger Einwirkung von Pepsin oder Tryps; 
das Desamidocasein; freilich fand der Abbau langsamer statt, a). 
beim natiirlichen Casein. In einem Futterungsversuch am Hun 
hatten sie ferner festgestellt, dali das geftitterte Desamidocase: 
sowohl den Gesamtstickstoff wie den Harnstoffstickstoff im Hay» 


ansteigen lef. 


Diese Versuche schienen nicht vollig beweisend, und wm 
klaren Resultaten zu kommen, wurde deshalb eine iihnliche Ver. 
suchsanordnung gewihlt, wie sie fir die Untersuchung auf \. 
tamine bei Ratten gebriiuchlch ist. Junge Ratten im Gewicly 
von 30-40 ¢ wurden mit einem Futter gefiittert, das folgende. 
maBen zusammengesetzt war: SOO @ Desamidocasein, 60 ¢ Ket, 
2360 ¢ Reisstiirke, 80 ¢ Filtrierpapier und 160 ¢ eines Sal. 
gemisches, das aus 14,6 g Natriumchlorid, 30,0 g Natriamphosphat, 
22,5 2 wasserfreiem Magnestumsulfat, 80,5 g¢ Ikaliumphosphat. 


_——s 


>) 


45,6 ¢ Calciumphosphat, 10,0 ¢ citronensaurem Hisenoxydamiuv- 
nium und 110,0 ¢ milchsaurem Calcium bestand. Das Futter wy 
die Salzmischung entspricht, wenn man anstatt des Desamii). 
caseims genuines Casein nimmt, im wesentlichen den Vorschhige: 


von Osborne und Mendel. 


Aus den Zutaten wurde ein lockerer Teig geknetet und av: 
diesem nach dem Vorschlage von Aron Cakes im Gewichte \ 
durchsehnittlich 2¢ gebacken. Nimmt man an Stelle des De- 


ban) 


amidocaseins die gleiche Menge eimes mit Alkohol und At): 
extrahierten Caseins, so erhilt man ein von Vitamin A’ und 

freies Hutter, bei dem erfahrungsgemib be1 emer tiglichen Zulay 
von 0.5 ¢ Butter und 0,5 ¢ mit Alkohol extrahierter Trockenhete 
junge Ratten em normales Wachstum zeigen. Wihrend nun (: 


mit genuinem Casein gebackenen Cakes immer hellgelblich 


hellbraun aussehen. nahm schon benn Verkneten der Desamuid- 


f 


caseinmischung die Masse nur sehr schwer Fett auf und die fer‘: 


eebackenen Cakes zeigten em tief dunkelbraunes Aussehen. 


Hs wurden nun eine Reihe von jungen Ratten anges’ 
die mit emer Zulage von tiglch 0.5 ¢ Butter und 0,5 g Trocie- 
hefe von den Desamidocaseincakes ad libitum fressen  konnt 

) 

i 


Die 


in keinem [alle war das Desamidocasem imstande, Wachstwu 


wenn man Cakes verfiitterte. die statt des Desamidocasein- 


Ratten wurden einzeln in Kifigen gehalten und ihr Gew 
alle 5 Tage notiert. Der Erfolg der Fiitterung war ganz eimdeut!: 


\} 


Gewichtszunahme zu erzeugen. Das Bild anderte sich soio 
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Jindertes Casem enthielten. Jetzt fingen die Ratten sofort an, 


» normaler Weise zu wachsen. Das gleiche Resultat ergab sich, 


enn statt der jungen Ratten iltere Tiere mit den Desamido- 
ikes geftittert wurden. Auch hier trat sofort mit Beginn der 
itterung ein rapider Gewichtsabfall ein. 

Ohne Zweifel war also das Desamidocasein physiologisch nicht 
whr vollwertig, und der Grund dafiir war wohl vor allem in dem 
nalytisch festgestellten Fehlen von Lysin und in dem verminderten 


Jehalt an Arginin und Histidin zu suchen. [ls ist ja durch eine 


‘teihe von Untersuchungen bekannt, dal diese Diaminosiiuren 


‘urchaus lebensnotwendig sind. 


Von diesen Moglichkeiten wurde die auffallendste, das kehlen 
es Lysins, zuerst in Betracht gezogen, und es wurde in einer neuen 


\»ysuehsreihe zu den aus dem Desamidocasein bereiteten Cakes 


ysindichlorid in einer Menge zugegeben, wie sie sich aus den 


\nalysen des unverinderten Caseins ergeben hatte. Es waren 
).82°/, Lysin im Casein!) gefunden worden; dementsprechend 


urden, da in 2 @ Cakes 0,36 ¢ Casein sein muBten, 1.50 @ Lysin- 
chlorid in 50 ccm Wasser gelést und davon tiiglich je 1 ccm 
},003 ¢ Lysindichlorid jeder Ratte gegeben. Diese Zulage hatte 
her micht den mindesten Einflu®B auf das Wachstum der Ratten. 
Der Grund fiir die physiologische Minderwertigkeit des Des- 
uidocaseins kann also nicht allein in dem Fehlen des Lysins 
esucht werden, sondern mui wohl auch in dem vermuinderten 
chalt an den anderen Diaminosidiuren und allgemein in seiner 
eranderten Struktur gesucht werden. Kine genauere Analyse der 
irkung der noch nicht untersuchten Amimosiiuren soll gelegent- 
i weitergefiihrt werden. 

Nach diesen Erfahrungen schien es doch auch wiinschenswert, 

1 Versuch der Fitterung von Desamidocasein an Hunde noch 
mal za wiederholen. Es wurden dazu zwei Hunde, die schon 
| Stoffwechselversuchen gedient hatten und dressiert waren, mit 
nem Futter aus Fleisch und Reis ins Stickstoffgleichgewicht ge- 
acht. Nachdem sie einige Tage konstante Stickstoffausscheidung 
zeigt hatten, wurde ihnen die im Futter enthaltene Stickstoff- 
enge in Form von den eben beschriebenen Desamidocasein- 
ses verabreicht. Die Hunde haben einen ‘l'ag lang die berechnete 
nge des Futters gefressen, aber der eine Hund bekam danach 
fort Erbrechen und Magenstérungen, und nur die Zahlen des 


') Diese Zs. Bd. 183, S. 175 (1929). 
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anderen Versuehshundes sind brauchbar. Hier zeigte sich sofo; 
am ‘lage der Fitterung mit dem Desamidocasein ein stark. 
tiickgang in der Stickstoffausscheidung im Harn — wohl ej 
deutliches Zeichen, daB auch beim Hunde das Desamidocase; 
physiologisch minderwertig ist. Am zweiten Versuchstage habe; 
beide Hunde die Annahme des |‘utters verweigert; sie waren av 
keine Weise zu bewegen, von den Desamidocaseincakes zu fresse: 
und der Versuch muBbte als aussichtslos abgebrochen werde: 
Kine genauere Untersuchung des an dem einen Versuchstage ab. 
gesetzten Ixotes erschien nicht Johnend, weil doch gar zu_ viel, 
Fehlerquellen dabei in Betracht kamen. Es lé8t sich aber wol 
auch aus diesem unvollkommenen Ergebnis der SchluB ziehen, da 
ebenso wie bei den Ratten das Desamidocasein beim Hunde nic! 
zur Ernihrung geeignet ist. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danke | 
fiir die Bereitwilligkeit, mit der sie mir Mittel zur Durchftthrun. 
der Versuche zur Verfiigung  gestellt hat. 



































Sotor 


stark: 

hl el! 

Case 

habe: 

en aul Embryochemische Untersuchungen mittels der 
Tesse: Injektionsmethode.’) 


erder, : 
se al.| IU. Uber die Harnstoffbildung im Organismus des Hihnerembryos. 
viel; Von 


> aa r 
Wwol Jun Kaieda. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1930.) 


hrun § Nachdem die Entstehung von MHarnsiure im_ bebriiteten 
Hiihnerei aus Harnstoff und Milchséure bzw. Tartronsiiure durch 
die Injektionsmethode von Tomita und Takahashi’) erwiesen 
worden ist, lag es nahe zu untersuchen, ob auch die Harnstoft- 
bildung im Hiihnerembryo durch diese Methode autgekliirt werden 
kann. 

Die Entstehung des Harnstoffs aus den einzelnen Amino- 
siuren ist seit langer Zeit Gegenstand eifrigster Forschung. Manche 
Beobachtungen machen es sehr wahrscheinlich, daB die Ent- 
stehung des Harnstoffs an das Freiwerden von Ammoniak aus 
Aminosiuren gekniipft ist. Aus Ammoniak und Kohlensiure 
kann kohlensaures Ammon gebildet werden oder es kann direkt 
carbaminsaures Ammon entstehen, das dann unter Austritt von 
Wasser in Harnstoff ibergeht. 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Tomita beschiftigte ich 
mich mit der Frage, welchen EinfluB eine Zugabe von einzelnen 
Aminosiiuren, kohlensaurem Ammon und Ammonium-carbaminat 
zum WeiBei auf die Harnstoffbildung bei der Bebriitung des 
Hiihnereies ausiibt. 

In das spitzige Ende des frischen Hiihnereies wird ein ganz 
kleines Loch gebohrt und eine gemessene Menge der oben ge- 
nannten Substanzen eingespritzt. Nach 16 Tagen sprengt man 


‘) I, Mitteilung: Diese Zs. Bd. 184, 8. 272 (1929). 
ae. & 





208 Jun Kaieda., 


die Kischale und prift die Kientwicklung. Um den Harnstof 
zu isolieren, wurde zunichst das Allantoiswasser mit Hilfe einey 
Spritze quantitativ aufgesaugt, in einen geeichten MeBkolben ge- 
bracht und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. In einem 
aliquoten Teil wurde dann der Harnstofi durch Urease in Ammo. 
niak iibergefiihrt und das gebildete Ammoniak zusammen mit 
dem priformierten durch Titration bestimmt. Durch Subtraktion 
der priformierten Ammoniakmenge von derjenigen des gesamter 
Ammoniaks wurde die Menge des Harnstoffs gefunden. Die von 
Allantoiswasser getrennten T'eile wurden mit der Schere zer. 
kleinert, zu einem homogenen Bbrei zerrieben und viel Alkohol 
zugesetzt. Nach 2 Tagen wurde der Niederschlag abgetrennt, 
das Filtrat auf Wasserbad eingedampft und wieder mit absolutem 
Alkohol warm extrahiert. Das Filtrat wurde abdestilliert und 
mit Wasser aufgenommen, sein Volumen durch Auffillen in einem 


Harnstoffmenge des 16 Tage bebriiteten Hiihnereics. 











lailaiorte Gabstenx U-Menge auf 1 Ki Zu- und Abnahme 
berechnet (mg) in der U-Menze 

. Embryo | fiir 1 mg 

Name Menge ron | mit |Summe{ mg i 
mg ' |Adnexen| (mg 
Glykokoll. . . . . 3,0 1,20 1,80 3,00 0,63 0,21 
Alann. . ... . 5,0 117 | 1,67 2.84 0.47 0,09 
Leucin ia « » «0 1 oR 1,57 1,64 3,21 0,84 0,22 
Phenylalanin . . . 5,0 1,35 1,50 2,85 0,48 0,09 
Tyrosin ... . «| 87 1,07 2,79 3,86 1,49 0,40 
Asparaginsiiure. . .! 5,0 1,35 1,50 2,85 0,48 0,09 
Glutaminsiiure . . . 5.0 1,02 2,45 3,47 1,10 0,22 
Cystein .... .| 6,2 0,67 1,50 2,17 | —0,20  —0,03 
Taurin. . . . . ./ 5,0 122 | 2,25 3,47 1,10 0,22 
Arginin .... «| @l 1,30 3,14 4,44 2,07 0,22 
fmm wl tl a 1,88 2,00 3,88 1,51 0,35 
Histidin . . . . . | 5,0 | 1,44 | 2,18 3,57 1,20 0.24 
Tryptophan .| 1,17 2,00 3,17 0,80 0,16 
tS oe 0,75 1,50 2,25 — 0,12 — 0,02 
Ammoniumearbonat . | 3,0 0,88 | 1,13 2,01 |} -—0,36 —0,1° 
Ammoniumearbaminat 3,0 1,58 | 1,67 3,25 0,88 0.2% 


Kontrollversuche . . - 1,00 1,37 2,37 | _ - 
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zeeichten MeBkolben bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die 
Harnstoffbestimmung entnommen. 

Zu den Versuchen verwendete ich durchschnittlich 10 Hier. 
Die injizierten Substanzen wurden als 3—5°/ ige wibrige Lisung 
-erwendet. Die in Wasser schwer léslichen Verbindungen wurden 
aber als Natriumsalz oder Chlorhydrat gelést. Das Cystein wurde 
pei der Injektion schon teilweise oxydiert. 

Um einen Uberblick iiber die vorliegenden Versuche zu ge- 
winnen, selen die Resultate in vorhergehender Tabelle zusammen- 
zestellt. 


Zusammenfassung. 

|. Es gelang zu zeigen, daB die Aminosiureinjektion, ab- 
gesehen von Cystein und Serin, eine vermehrte Harnstoffbildung 
bewirkt. 

2. Die Harnstoffbildung hingt aber nicht in hohem Mabe 
von der Art der injizierten Aminoséuren ab. 

3. Dem volligen Ausbleiben der Harnstoffvermehrung bei der 
‘ujektion von kohlensaurem Ammon stand eine erhebliche Harn- 
stoffbildung in den Versuchen mit carbaminsaurem Ammonium 
zegeniiber. 


Zu diesem Versuche wurden teilweise Mittel verwendet, die 
Herrn Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie zur Ver- 
‘igung gestellt worden waren. 
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III. Uber das Verhalten des Cholesterins im bebriiteten Hihnere} 
bei Adrenalin- und Ephedrininjektion. 


Von 


Kenzo Kusui. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki). 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1930.) 


Uber die Adrenalinwirkung auf den Cholesterinstoffwechse! 
ist wenig bekannt. Einige Beobachtungen sprechen dafiir, dat 
Adrenalin die Bildung von freiem Cholesterin im Tierorganismus 
fordert. Morita’) hat aber zunichst eine starke Abnahme de: 
totalen Cholesteringehaltes in der Nebenniere des Kaninchens 
bei oft wiederholter Adrenalininjektion beobachtet. Er vermutete 
dabei, daB zwischen Adrenalin und Cholesterin eine biologisc): 
innige Relation besteht. Ankniipfend an diese Arbeit hat sic! 
Onizawa’) mit der Frage beschiftigt, wie das freie Cholesteri: 
und der Cholesterinester in tierischen Geweben sich bei der 
Adrenalininjektion verhalten. Er konstatierte, daB die Adrenaitn- 
injektion eine Vermehrung des freien Cholesterins in fast alle’ 
Organen erzeugt, waihrend eine Verminderung des Cholesterir- 
esters dabei deutlich zutage tritt. 

Im AnschluB an diese Befunde vermochte ich aut Ver- 
anlassung von Herrn Prof. Tomita dieses Verhalten mittels de 
vorziiglich bewihrten Injektionsmethode im sich entwickelnde: 
Hiihnerembryo autzuklaren, weil der Cholesterinstoffwechsel 
bebriiteten Ei schon ausfihrlich untersucht worden war.*) Danebe! li 


2 (1929). 
d. 4, S. 107 (1924). ai 
S, 41% 


1 
} 
} 


|. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 184, 8. 27 
*) C. Morita, Jl. of Biochem. (Tokio) B 


( 
5) J. Onizawa, Jl. of Biochem. (Tokio) Bd. 10, 8, 413 (1929). 
‘) K. Kusui, Diese Zs. Bd. 181, 8. 101 (1929). 
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wurde auch das Verhalten des freien und gebundenen Choleste- 
rins im bebriiteten Hiihnerei bei der Ephedrininjektion untersucht. 
In das spitzige Ende des frischen und 9 Tage lang be- 
briiteten Hithnereies wurden auf hekannte Weise 0,1 ccm 1°/,, iger 
Adrenalinlésung oder 0,1 cem 4°/,iger Ephedrinlisung eingespritzt, 
worauf man das Ei im Brutschrank stehen lieB. Nach be- 
stimmten Fristen sprengte man die Kischale und priifte die Ki- 
entwicklung. Fiir die Untersuchung kommen nur die Kier in 
aerei f  Betracht, welche eine normale Entwicklung des Embryos zeigen. 
Die Isolierung des freien und gebundenen Cholesterins und ihre 
Bestimmung wurden auf die zuvor angegebene Art ausgefiihrt.") 
Die Versuchsresultate seien im folgenden mitgeteilt. 


1. Versuchsreihe. 


Frische befruchtete Hiihnereier wurden mit je 0,0001 g 
Adrenalin in 1°/,,iger Lésung versetzt und im Brutschrank be- 
lassen. Nach 3-, 7-, 14-, 18- und 20 tigiger Bebriitung wurde das 














- Ki auf Cholesterin verarbeitet. Die Ergebnisse gehen aus folgen- 
dat der T'abelle hervor. 
; r ‘ 2 
‘eens Tabelle I. 
des ~ ~y s - - " , 
Aas S Freies Cholesterin Cholesterinester Gesamtcholesterin 
chens 7 sea 
utete oi @ | 481 ¢ @ |an| 8 ¢@ |@e8)| 8 
= a = So ~ r= = © © =| aD v 
B1SCh se {| «& Pel o > ze! s E cai s 
nl = oa = cS “oo = = rss = j = A. . aon = 
, SICD mo Zz. < = a Aa < = a r A a a 
= nn g g 0 A g g a , oO y : 
der 
jpe 0 | 02734 0,0310 0,3044 
a % {| 0,2191 00,2165 | — 1,2 | 0,0389 | 0,0304 | —21,9] 0,2580 00,2469 | — 4,3 
‘ 7 | | 4 ' 
all 7 | 0,2080 0,2497 | +20,0 | 0,0310 | 0,0338 | + 9,0] 0,2390 | 0,2535 + 18,6 
teri: i4 | 0,1891 0,2374 | +25,6 } 0,0375 | 0,0451 | +20,2] 0,2266 | 0,2825 +24,7 
1S | 0,1477 | 0,1995 | +35,1 | 0,1132 | 0,0893 | — 21,1} 0,2609 | 0,2888 | +10,7 
Ver- 20 | 0,1194 | 0,1614 | +35,2 | 0,1508 | 0,1142 —24,3] 0,2702 0,2756 — 2,0 
ls det . ; 
Index 2. Versuchsreihe. 
el in 3 Tage bebriiteten Hiihnereiern wurde je 0,1 ccm Adrenalin- 
mebel lésung (1: 1000) injiziert. Die Kier wurden weiter bebriitet. Zu 


den Versuchen wurden 14, 18 und 20 Tage lang bebriitete und 
normal entwickelte Kier verwendet. Die folgeude Tabelle ver- 
anschaulicht die Resultate. 


K. Kusui, Diese Zs. Bd. 181, S. 101 (1929). 
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Tabelle Il. 














P Freies Cholesterin Cholesterinester Gesamtcholesterin 
Sa _ 
2 © a .e | & = 2+ = = = = 
ap of = Gai) & Es oad = a it = 
5, = = © | Y = Ss @ — =| = © ~ 
=is “ Pm! @ » > => > = 2S = 
= = cea | = a c= = or = 
3 6 S, on | = Z <q .& zx Z ao = 
2 — ! — oe oe , ce 
aa) g "le g g So g g "le 
14 | 0,1891 | 0,2629 | +39,0 | 0.0375 0,0561 +49,6] 0,2266 | 0,3190) +40.8 
18 | 0,1477 | 0,2147 | +45,4 | 0,1132 | 0,0866 | —23,5] 0,2609 | 0,3013 | +15,5 
20 | 0.1194! 0.1947 +63,1 | 0,1508 0,1269 —15,8] 0,2702/0,8216 +190 


3. Versuchsreihe. 

Diesmal wurden frische befruchtete Hiihnereier mut je 
0,004 g Ephedrin in 4°/,iger Lisung versetzt. Zu den Ver- 
suchen wurde jedesmal Material verwendet, das von 3, 7, 14, 1s 
und 20 Tage lang bebriiteten Hiihnereiern herriihrte. Die Resultate 
der einzelnen Cholesterinbestimmungen sind aus Tab. [I] er- 
sichtlich. 

Tabelle III. 





o Freies Cholesterin Cholesterinester Gesamtcholesterin 
- 
—— a ' ' ' j 
2 2 se S N om ia N — | 4 [ oS 
5D <1 6 os om 43 - a , om 45 - o — — 4 _ 
5 & = cs 2 S a 4 = |/ow#! = 
sm = ® 2 BS = i oo > i | o.2 | .: 
2s A, Qe = 7, | aom = 7, | mae | = 
Yr: <2 —_ | fx —_ { = { = 
ee) i 

0 0 = 
a g g lo g g 0 g | g 

0 | 0.2734 | 0,0310 0,3044 


3 | 0.2191 / 0.2392; + 9,1 | 60,0889 0,0184 —52,7] 0,2580 0.2576 ~— 0 
7 | 0,2080 | 0,2374 +14,1 | 0,0310 | 0,0189 —39,0] 0,2390 | 0,25638 + 7.2 
14 | 0,1891 | 0,2194, +16,0 | 0,0375 | 00,0392 + 4,5] 0,2266 0,2586 + 14.1 
18 | 0,1477/ 0,1809 | +22,5 | 0,1132 0,0957 — 15,4] 0,2609 | 0,2766 + 5,0 
20 | 0,1194 0,1620' +35,7 | 0,1508 | 0,1022 —32,2! 0,2702 | 0,2642 2,2 











4, Versuchsreihe. 


9 Tage bebriitete Hiihnereier wurden mit je 0,1 com Ephecnn- 
lésung (1:25) versetzt und sofort im Brutschrank belassen. | ie 
14, 18 und 20 Tage lang bebriiteten Kier wurden auf Choleste™ 
verarbeitet. Dabei zeigte sich folgendes: 
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Tabelle IV. 


























: 5 Freies Cholesterin Cholesterinester Gesamtcholesterin 
SoG) « |e | & «— is N we = N 
; ee a x - 4 les > A = & © 
$61 4 B85] = A | eal & Z | een! & 
sa — t = ai | = — — = 
a £ . 0 4 | £ ' 0 £ £ "lo 
, -———-— - _ —_—— . 3 = 
10.8 0,1891 | 0,2447 | +29,4 | 0,0875 0,0494  +25,1] 0,2266 | 0,2941| +29,8 
155 0.1477 | 0,2262 , +53,1 | 0.1132 | 0,0402 | — 64,5] 0,2609 | 0,2664| + 2,1 
19.0 10 | 0,1194'0,1969 +64,9 | 0,1508/| 0,0988  —37,8] 0.2702! 0.2909) + 7.6 
5. Versuchsreihe. 
9 Tage bebriiteten Hiihnereiern wurde je 0,0001 ¢ Adrenalin 
je oder 0,004 g Ephedrin injiziert. Nach 2?/, Stunden wurden die 
z b] | ‘ 1s 
/ ere Kier auf Cholesterin verarbeitet. Ks konnte jedoch kein Hinflub 
Is der Injektion beobachtet werden. 
tate 
er- Diese Arbeit wurde zum ‘Teil mit Mitteln durchgefiihrt, die 


Herrn Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie bewilligt 
waren, wofiir wir derselben zu aufrichtigem Danke verpflichtet sind. 
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Geschieht die Aufhebung der Coffeinwirkung am Muskel 
durch Natriumsalicylat und Novocainhydrochlorid auf dem 
Weegee der Bildung einer Komplexverbindung? 

Von 
Karl Zipf. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westf. Wilbelms-Universitat Minster i. Westf,) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Januar 1930.) 


Die Cofieinwirkung am Muskel wird durch Natriumbenzoat, 
Natriumsalicylat, die Hydrochloride der Localanaesthetica und 
des Atropins aufgehoben. Zur Erklirung des Mechanismus der 
Antagonismen ist die Veriinderung einer Reihe von physikalischen 
Kigenschaften herangezogen worden, die auch anderen nicht 
antagonistisch wirkenden Stoffen zukommt.!) Die letztere ‘T'at- 
sache beweist, daB die antagouistische Wirkung gegeniiber dem 
Coffeinefiekt nicht ohne weiteres, wie Schiiller?) annimmt, durch 
die Bildung einer Komplexverbindung erklart werden kann. 

Diese Annahme einer Komplexverbindung des Coileins mit 
Natriumsalicylat und Novocainhydrochlorid, als den Hauptvertretern 
der beiden Stoftgruppen, wird begriindet: 

1. mit der Kigenschaft der Salze, die Léslichkeit des Coffeins 
in Wasser zu erhéhen; 

2. mit der Abnahme der Chloroformausschiittelbarkeit des 
Coffeins bei steigendem Zusatz der betreffenden Salze; 

3. mit der Erhéhung des Getrierpunktes der Salzlisung bei 
Zusatz von Coffein. 

Dieses Verhalten zeigen auBer den gegeniiber Coffein anta- 
gonistisch wirkenden Stoffen Natriumbenzoat, Natriumsalicylat, 


') K. Zipf, Arch. fiir exper. Pathol. im Druck. 
*) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 105, S. 299 (1925). 
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Novocain-HCl, anderen Localanaesthetica und Atropin-HCl, nach 
unseren Untersuchungen auch die nicht als Gegengifte wirkenden 
stoffe Hexopban—Lithium ’), Natriumsulfosalicylat, Sulfosalicylsiure, 
»-toluolsulfosaures Natrium, p-Toluolsulfosiure, Kalium guajaco- 
sulfonicum, Natriumjodid, Natriumrhodanid, ferner Chininhydro- 
hlorid, Veratrinhydrochlorid und andere Alkaloidhydrochloride. 


A 


Kin Vergleich zwischen der Léslichkeitsbegiinstigung der 
intersuchten Salze fiir Coffein und dem ‘Teilungskoeffizienten 
Chloroform 


ergibt, daB Zunahme der Coffeinlislichkeit und Ab- 


Wasser 


-nahme des Teilungskoeffizienten gleichsinnig verlaufen (Tab. 1). 


Tabelle 1. 

















Joffeinléslich- Gefrier- 

keit in n/10- T.K. ?) punkts- 

Nr. Salze Salzlésung | Chloroform] differenz 

bei 22°C Wasser in °/, des 

g-9/, Sollwertes 
Hexophan-Lithium . . 5,652 0,45 5,8 
2 Natr.-salicylic.. . . . 4,392 1,11 12,5 
3 Sulfosalicylsiure . . . 2,943 1,42 17,2 
4 Natr.-sulfosalicylic. . . 2,595 1,87 12,0 
) Kal. guajacosulfonic. . 3,047 1,94 9,6 
6 p-Toluolsulfosiure . . 2.78 2,32 8,5 
7 Natr.-p-toluolsulfonic. . 2,634 2,76 5,7 
Natr.-benzoic. . . . . 2,616 2,86 7,2 
9 Natriumjodid ... . 1,976 3,44 2,6 
10 Natriumrhodanid . . . 1,992 4,05 4,9 
1 MUINSRGNO. . . 1... 1,669 4,27 2,5 

12 Natriumehlorid .. . 1,474 5,05 0 


Dagegen ist ein zu erwartender Parallelismus zwischen Lis- 


lichkeitsbegiinstigung und Chloroformausschiittelbarkeit einerseits 


und den Gefrierpunktsveriinderungen andererseits nicht vorhanden. 


') Hexophan-Lithium = Lithiumsalz der Oxyphenylchinolindicarbon- 
faure, 

*) 50 cem n/10-Salzlésung + n/20-Coffein mit 10 cem Chloroform aus- 
geschiittelt. 
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Beim Bestehen eines solchen miibten die Gefrierpunktsditierenze: 
mit zunehmender Léslichkeitsbegiinstigung und abnehmendem 
Teilungskoeffizienten gréBer werden. Eine solche Gesetzmibig- 
keit ist aber, wie aus Tab. 1 hervorgeht, nicht nachzuweisen. 

Damit verliert von vornherein das Hauptkriterium, 
das zur Annahme der ,Komplex*-Bildung gefiihrt ha: 
seine Beweiskraft. 


II. 


Uber die Art der Vereinigung von Coffein und Natiiun- 


salicylat hat Schiiller (a. a. O.) eine nihere Vorstellung gegeben. 
Die beiden Stoffe sollen eine ,komplex“-artige Verbindung bilde. 


die in Lésung nur bestindig ist im Gleichgewicht mit ihre: 
Komponenten: 


Coffein + Natr.-salicylic. = ([Coffein — Natr.-salicylic. | 


In ahnlicher Weise wird eine komplexartige Vereinigung vou 


Coffein und Novocain-HCl angenommen: 


Coffein --- Novocain-HC1 = _ [Coffein — Novocain-HCl}. 


Bei einer Bindung von Coffein durch Natriumsalicylat ode: 
Novocain-HCl muB die Anzahl der osmotisch wirksamen Teilche: 


in der Lésung abnehmen. Auf diese Weise erkliren sich schein- 


bar zwanglos die gemessenen Gefrierpunktsdifferenzen. 


Verliuft die Komplexbildung im Schiillerschen Sinne, bilder 


sich also Komplexe vom 'Typus [{Coffein—Natriumsalicylat] ode 


|Coffein—Novocain-HCl], so sind zwei Méglichkeiten der Wechse!. 


wirkunge vorhanden. 


Die Coffeinmolekiile kénnten sich mit Natriumsalicylat- ode: | 
Novocain-HC]-Molekiilen verbinden. Die zweite Méglichkeit wiire 
die, daB Coffeinmolekiile oder durch fortschreitende elektrolytiscle 
Dissoziation nachgelieferte Coffeinionen mit den Dissoziations { 
produkten des Natriumsalicylates oder Novocainhydrochlorid’ 


eine Verbindung bilden. 


Die Zahl der Natrium- und Salicylat- oder der Novocal:- 
und Chlorionen wird dadurch kleiner. Es muB deshalb das eles: 


trische Leitvermégen abnehmen. ; 


Da in einer Natriumsalicylatlésung ein Gleichgewicht beste4 
zwischen undissoziierten Molekiilen und den Produkten der elektre- 
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lytischen Dissoziation (Na-salicylat = Na* + Salicylat~), so mub 
sich bei einer Abnahme der undissoziierten Salzmolekiile Natrium- 
salicylat und Novocain-HCl durch komplexe Bindung an das 
Coffein die Konzentration der Natrium- und Salicylationen eben- 
falls findern. Die Abnahme des Leitvermégens miibte nach 
den gemessenen Gefrierpunktsveriinderungen bei den Stoffpaaren 
Coffein + Natriumsalicylat und Coffein + Novocain-HCl besonders 
stark sein, weil aus ihnen hervorgeht, daB mehr osmotisch wirk- 
same ‘l'eilchen verschwunden sind, als die Zahl der vorhandenen 
Cotfeinmolekiile betrigt. 

Durch zahlreiche Leitfihigkeitsmessungen konnte aber fest- 
cestellt werden, daB sich das Leitvermégen einer Natriumsalicylat- 
jisung bei Coffeinzusatz wenig oder nicht indert. Bei der Kom- 
bination n/50-Na salicylat + n/50-Coffein verschwindet etwa der 


25. Teil der Gesamtkonzentration an Coflein, d. h. es kann 
hichstens n/1250- -Cottein gebunden und damit ,osmotisch* ver- 


schwunden sein. Bei n/4-Na-salicylat + n/20-Coffein betrigt sogar 
die Abnahme nur etwa den 50. Teil; also kiénnten etwa n/1000- 
Coffein gebunden sein. 

Nicht anders verhalten sich Natriumbenzoat und die anderen 
untersuchten Salze, die ja dieselben Kriterien zeigen wie Natrium- 
salicylat und deshalb nach Schiller (a. a. O.) ebenfalls als Kom- 
plexbildner angesehen werden miissen (Tabb. 2 und 3). 


Tabelle 2. 








Spezifisches Leitvermézen bei 18° C 
Lésung silt II Differenz 
gemessener| 10° + 2g */o des 
Wert Sollwert | i! Sollwertes 
1/20-Coffein ‘ 0,066 —- -—- 
n/4-Hexophan- tin . | 140,5 — ~~ 
n 4-Hexophan-Lithium + n/20- 
Coffein Leen eo oh Oe 140,566 5,866 4,17 
n 4-Natr.-salicylic. . | 124,9 — _ _ 
u 4-Natr.-salicylic. + n/20-Coffein | 122,1 124,966 2,866 2,29 
i 4-Natr.-benzoic. 129,6 - — — 
t-Natr.-benzoic. + n/20- Coffein 126,3 129,666 366 2,59 
n 4-Natriumchlorid 213,38 — -- — 
n 4-Natriumehlorid + n/20- Coffein 211,95 213,366 1,416 0,67 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII 15 





Tabelle 3. 


Karl Zipf, 








Losung 


n/50-Coffein 
n/50-Hexophan- Lithium 


n/50-Hexophan- Lithium + n/50- 
Coffein 


n/50-Natr.-salicylic. 
n/50- Natr.-salicylie. + — 
Coffein ae ‘ 


n/50-Sulfosalicylsiiure 


n/50-Sulfosalicylsiure + n/50- 
Coffein i oe 


n/50-Kal. saad goeetibicie: 


n/50-Kal. gu ‘one + n/50- 
Coffein , i ew & 


n/50-p-Toluolsulfosiiure 
n/50-p-Toluolsulfosiiure + n/50- 
Cottein tae & 
n/50-Natr.-p-toluolsulfonic. 
n/50-Natr.-p-toluolsulf. +  n/50- 
Coffein (Mie ok ew A 
n/50-Natr.-benzoie. 
n/50-Natr.-benzoic. waite Coffein 
n/50-Natr.-sulfosalicylic. 


n/50-Natr.- einen 4- —_ 
Coffein 


n/50-Natriumrhodanid 


p/50-Natriumrhodanid + n/50- 
Coftein oaks th 


n/50-Natriumjodid 
n/50-Natriumjodid + n/50-Coffein 
n/50-Salzsiure . 

n/50-Salzsiiure + n/50-Coffein 
n/50-Natriumehlorid . 


n/50-Natriumchlorid + n/50- 
Coffein 


J 
10*+ 2, 


Wert 


0,043 
19,21 


18,24 


13,25 


37,54 
16,04 


15,71 
69,045 


67,13 
14,98 


14,70 
12,48 
12,29 


15,60 


14,77 
18,49 


18,39 
21,14 
20,66 
73,42 
72,76 


20,14 


20,06 





gemessener 


ceneniiiteehamnnsinnsiente a 


4 
10° + 244 


Sollwert | 


13,293 


39,2938 


16,083 


14,973 


12,523 


15,643 


18,533 


21,183 


73,463 


20,183 


Differenz 
WI "/9 des 
Sollwertes 
1,013 5,26 
0.543 4.08 
1,753 4,46 
0,373 2,32 
1,958 2,83 
0,273 1,82 
0,233 1,86 
0,873 5,58 
0,143 0,77 
0,523 2.46 
0,703 0,95 
0,123 0,61 


Spezifisches Leitvermégen bei 18°C 
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Beim Zusatz von Coffein zu einer Novocain-HCl- oder 
Cocain-HCl-Lésung fndert sich die Leitfihigkeit praktisch eben- 
‘alls nicht (Tab. 4). 


Tabelle 4. 





Spezifisches Leitvermigen bei 18° C 
I dsun I Il Ditterenz 
ee 10* - 2, 
10*- Ms 0 
gemessener _ iW » des 
Wert Sollwert | Sollwertes 
n50-Novoeain-HC] . . . . 15,19 ~ | —— ~— 
n/SOCoe@eim wc lt 0,043 —- | — | ne 
n/d0-Novoecain-HCl + n/50- | 
6x «+ © & eS 14.87 15,233 | 0,363 | 2,4 
n/20-Coffelin ...... 0,066 ee — 
n/4-Novoeain-HCl . . . . 85,40 es sig 
n/4-Novoeain-HCl + n/20- | 
Coffein oe a 135,40 135,466 | 0,066 0,049 





Daraus geht unzweifelhaft hervor, daB Coffein weder an un- 
dissozuerte Natriumsalicylat- oder Novocain-HCl-Molekiile noch 
an deren Jonen gebunden wird. 

Kine ,komplexartige“ Verbindung von dem 
Schiillerschen Typus [Coffein-Natriumsalicylat] oder 
‘Coffein-Novocain-HCl] entsteht also nicht. 


III. 


Coffein kann auch aufgefaBt werden als Ampholyt, dessen 
basische Kigenschaften starker sind als die sauren. Nach Wood!) 
ist die Dissoziationskonstante der Saiure K,, bei 25°C <1 x 10714, 
wihrend die Dissoziationskonstante der Base K,, bei 40°C gemessen, 
4.1 x 10714 betragt. Eine Reihe solcher amphoterer Elektrolyte, 


z. B, viele Aminosiiuren, bilden mit Neutralsalzen Verbindungen 
rom Typus Cl- H,N—R—COO-Na. Die Bildung solcher Ver- 
hndungen zeigt sich an durch Abnahme der Gefrierpunktsdepression. 
Parallel damit geht aber auch immer eine entsprechende Ver- 
ninderung des Leitvermégens., Dasselbe gilt natiirlich auch fiir die 
Bildung sog. innerer Salze oder von den Hardy-Adolfschen 
Nalzverbindungen HOOC—R—NH, - NaCl. 


') Journ. chem. Soe. Bd. 83, 8.568 (1903) u. Bd. 89, S. 1831 u. 1839 (1906). 
15* 
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Da in einer coffeinhaltigen Natriumsalicylatlésung das Leit- 
vermégen nicht entsprechend abnimmt, so kommt diese Art de; 
Komplexbildung nicht in Frage. 

Kine Verbindung der erwiihnten Art zwischen Coffein und 
Novocain-HCl ist aus dem gleichen Grunde nicht méglich. 

Eine komplexartige Verbindung von Coffein und 
Natriumsalicylat oder Coffein und Novocain-HCl nach 
dem Typus CIH,N—R—COONa, oder HOOC—R—NH, - NaC! 
wird nicht gebildet. 

IV. 

Ks kommt aber vielleicht noch eine andere Moéglichkeit der 
,komplexartigen* Verbindung zwischen Coffein und Natriumsali- 
cylat oder Coffein und Novocain-HCl in Betracht. Das Coffein 
kénnte mit der Salicylséure eine komplexe Siure, also eine Cofiein- 
salicylsiure und mit der Novocainbase eine komplexe Base, etwa 
eine Coffeinnovocainbase, bilden. Kine solche Umsetzung brauchte 
die Leitfahigkeit nicht zu beeinflussen, vorausgesetzt, daB das 
Natriumsalz der neugebildeten Coffeinsalicylsiure und das Hydro. 
chlorid der Coffeinnovocainbase gleichstark dissoziiert wiren wie 
Natriumsalicylat und Novocainhydrochlorid. Das Verschwinden 
des Coffeins durch eine solche komplexe Bindung wiirde wegen 
der geringen Dissoziation die Leitfahigkeit nicht beinflussen, wiirde 
aber eine Abnahme der osmotisch wirksamen Teilchen, also eine 
Erhéhung des Gefrierpunktes bewirken. Die angenommene ,,Kom- 
plex“bildung wiirde nach dem Schema verlaufen: 


Coffein + Na*++ Salicylat" = Nat + (Coffeinsalicylat)— 
und 

Coffein + (Novocain-H)t + Cl~ = (Coffeinnovocain)* + Cl-. 

Die Bildung eines komplexen Anions oder Kations wire nac!i 
der Schiillerschen Arbeitshypothese (a. a. O.) durchaus denkbar. 
Denn danach geht die Komplexneigung vom Benzolring aus. Die 
Karboxylgruppe in der Benzoesiure und Salicylsiure und die 
Aminogruppe im Novocain, einer substituierten Benzoesiiure, sollen 
dabei nur die Wasserléslichkeit vermitteln. 

‘T'rotzdem muB auch diese Art der Komplexbildung a)- 
gelehnt werden. 

Es ist mehr als unwahrscheinlich, daB die komplexe Coffe: 
salicylsiiure, Coffeinbenzoesiiure, Coffeinsulfosalicylsiure, Coffein- 
Hexophan und Coffeinguajacosulfosiiure zufallig dieselbe |iss0- 
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ziationskonstante wie die entsprechenden coffeinfreien Siuren 
haben. Ebenso ist es kaum denkbar, daB Coffeinnovocain, Coffein- 
cocain, Coffeintutocain, Coffeinalypin, Coffeinatropin, Coffeinchinin 
und Coffeinveratrin wieder zufillig ebenso stark dissoziiert sind 
wie die coffeinfreien Alkaloidbasen. 

Die auf Grund der Schillerschen Benzolringhypothese fiir 
miglich gehaltene Bildung eines komplexen Anions oder Kations 
ist aber auch deshalb nicht haltbar, weil die sogenannte Komplex- 
neigung auch Stoffen zukommt, die keinen Benzolring enthalten 
wie Natriumrhodanid, Natriumjodid und Kaliumjodid. 

Die Komplexbildung des Coffeins mit Natriumsali- 
cylat oder Novocainhydrochlorid in Form eines komplexen 
Anions (Coffeinsalicylat)-, oder komplexen Kations, 
Coffeinnovocain)*, ist nicht moéglich. 


¥. 

Aus den bisherigen Feststellungen und Uberlegungen geht 
hervor, daB eine komplexe Bindung des Coffeins nicht stattfinden 
kann. ‘Tatsichlich ist es bis jetzt nicht gegliickt, solche Komplex- 
verbindungen darzustellen. Pellini’) hat im Gegenteil gezeigt, 
daB Coffein und Natriumbenzoat keine Doppelverbindungen ein- 


sehen. Dagegen sind einfache Salze der Base Coffein mit vielen 


Siuren als gutcharakterisierte Verbindungen dargestellt.*) So 


bildet nach Weitz*) auch Salicylsiure mit Coffein ein krystalli- 


sierendes Coffeinsalicylat, das in Wasser wenig lislich ist. Wahrend 
die Salze des Coffeins mit sehr starken Siiuren, wie Salzsiure, 
vor allem in verdiinnten Lésungen vollkommen hydrolytisch ge- 
spalten sind, zeigen sich die Coffeinsalze schwacher Siuren 
schwicher dissoziiert. Die echte Salzbildung des Coffeins mit 
Sduren laBt sich auch in Lésung nachweisen. Schiittelt man 


feine Coffeinlésung mit gepulverter Benzoesiiure oder Salicyl- 


siure, so nimmt der Coffeingehalt stark ab, wie aus Tab. 5 
hervorgeht. 

In demselben Sinne spricht die Abnahme der Chloroform- 
ausschiittelbarkeit bei Zusatz von freier Siure zu wiiBriger Coffein- 
lisung. Selbst Salzsiiurezusatz hemmt den Ubergang des Coffeins 
in Chloroform. Aus diesem Grunde wird bekanntlich bei der 


') Atti della R. Accad. dei Lincei Roma Bd. 19, I, S$. 329 (1910). 
*) E. Schmidt, Chem. Ber. 14. Jahrg. 8. 813 (1881). 
*) Journ. de pharmacie et de chim. Bd. 4, S. 439 (1826). 
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Tiabelle 5d. 





ee 


. coals Coffeingehalt der Lisung a ” 
+ Salicyl- . : 
siure | Vorher Nachher ; 

z mg | i * ing 7. ns ' 
8) G1 100 — 

0,5 | 084 60 356 40 
1a - 970 106 391 40 d79 60 
2 0) 338 35 632 65 
4,0 330 34 640 | 66 














quantitativen Bestimmung das Coffein aus alkalischer Lisuny 
ausgeschiittelt. Die Bildung einer schlechter dissoziierten Coffein- 
salicylsiure bzw. Coffeinbenzoesiureverbindung 1laBt sich aucl, 
direkt nachweisen durch Leitfahigkeitsmessungen. 

W abrend, wie Tab.6 zeigt, n/100-Coffein- HCl etwa dieselbe Leit- 
fihigkeit hat wie n/100-HCI, ist die Leitfahigkeit von n/100-Coffein- 
salicylat bzw. Coffeinbenzoat etwa 7,5 bzw. 9,5°/, geringer als 
das Leitvermégen von n/100-Salicylsdure bzw. n/100-Benzoesiiure. 


Tabelle 6. 





Spezifisches Leitvermégen bei 18° C 


| wile 
" I Differenz 
Loésung 10° +x Il 
* A418 . 
gemessener | | des 


Fae | ak | O 
Wert © | Sollwert | Sollwertes 





n/100-Cotiein . . . . . 2.715 | _- | a 
n/100-Salieylsiure . . 929,0 | en Cit filo 
n/i00- ne + n/100- Salicyl- | | | 

CR ew tt kt th ch SG pe 861,82 | 931,715 | 69,895 | 7,9 
n/100-Benzoesiure . . . 260,6 | —- | — | 
n/100-Coffein + n/100- Sian: | | 

a er 238,75 263,315 | 24,565 | 9.3 
n/100-Salzsiiure . . ; 3750 —_- |; — 
n/100-Coffein + n/100- Didudiain 3750 3752,715 | 2,715 0,07 


Die freien Siuren bilden also mit der Coffeinbase schlechite! 
dissoziierte Salze. 

Natriumsalicylat und Natriumbenzoat enthalten als Salze eine! 
starken Base mit schwicheren Siuren hydrolytisch abgespalteue 
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freie Siure. Bei Zusatz von Coffein zu einer solchen Lésung 
wird infolgedessen diese freie Salicyl- oder Benzoesiure sich mit 
der Coffeinbase verbinden. Neue freie Siure wird aus dem Natrium- 
salz abgespalten werden, und die Salzbildung wird bis zur Ein- 
stellung eines Gleichgewichtszustandes weitergehen. Durch den 
0 Uberschu8 der Komponenten wird dazu die hydrolytische Spaltung 

der neugebildeten Salze gehemmt und die Salzbildung geférdert. 
Kine solche Salzbildung muB sich natiirlich in Leitfihigkeitsver- 


————— 


uUnY an 
iure 


40 inderungen fuBern. Auf diese Weise sind wohl auch die kleinen 
60 Unterschiede des Leitvermégens zwanglos zu erkliren, die bei 
65 Zusatz von Coffein zu einer Natriumsalicylat-, Natriumbenzoat- 
66 lisung oder einer Lésung der anderen untersuchten Salze beob- 


achtet werden. 


he Kine andere Beobachtung zeigt ebenfalls, dab Salicylsiure 
: ae und Coffein miteinander reagieren: Schiittelt man eine Natrium- 

salicylatlésung mit Chloroform, verdampft das abgetrennte Chloro- 
oa Taste, form und nimmt den Riickstand in Wasser auf, so lift sich mit 
ae der Kisenchloridreaktion keine und nur Spuren von Salicylsiure 
ae as nachweisen. Der in Wasser aufgenommene Chloroformextrakt einer 
iliieas coffeinhaltigen Natriumsalicylatlésung gibt dagegen eine starke 


Hisenchloridprobe und reagiert sauer. AuBer Coffein ist also auch 
Salicylsiure in das Chloroform itibergegangen. Damit steht im 
Kinklang, daB Coffeinsalicylat chloroformléslich ist. 


18°C Wenn, wie durch diese Versuche erwiesen, nach dem Schema 
Natriumsalicylat + Coffein = Coffeinsalicylat + NaOH eine Um- 











i des Tabelle 7 
llwertes 

Loésung Pu 
-~ ee eee ee ee eee eee 6,50 
| m/4-Natr.-salicylic. . . . RN Lat eo ad 6,50 
4,9 m/4-Natr.-salicylic. + 5 °/, Coffein. Sy ee oe 6,75 
m/4-Natr.-salicylic. + m/4-Natriumchlorid . . . .. . 6,50 
es m/4-Netriumenioniad . . 1. 1 1 1 tt ew ew et tw 6,30 
m/4-Natr.-benzoic. . . eae ee. a ten bo 7,10 
aan m/4-Natr*-benzoic. + 5 °/, Coffein a ee ee eae 7,30 
m/4-Natr.-benzoic. + m/4-Natriumchlorid . . . .. . 7,10 
lechter m/1-Natriumrhodanid ........ ..... 6,30 
m/1-Natriumrhodanid + 4°), Coffein. . . . ... . 6,50 
ad m/l-Natriumrhodanid + m/4-Natriumehlorid . . .. . 6,30 
— m/1-Natriumchlorid + Coffein, gesiittigt . .... . 6,50 


yaltene 
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setzung stattfindet, so muB die wifrige Lésung nach Coffeinzusatz 
und nach Chloroformextraktion alkalischer reagieren. Das ist, 
wie T'ab. 7 zeigt, der Fall, womit der Ablauf der vermuteten Re. 
aktion als gesichert gelten kann. Das Gleiche konnte auch bei 
anderen coffeinhaltigen Salzlésungen nachgewiesen werden. 

Das elektrische Leitvermégen nimmt durch die Bildung von 
Coffeinsalicylat, wie oben gezeigt wurde, ab; es verschwinden also 
fonen. Damit muB auch eine Abnalme der Gefrierpunktsdepression 
verbunden sein. Kin ‘l’eil und zwar der kleinere l'eil der beobachteten 
Gefrierpunktsde pression lieBe sich dadurch wohl erkliren. 


VI. 

Wie kommt aber nun die restliche Abnahme der Gefrier- 
punkts depression ohne entsprechende Leitfaihigkeitsverminderung 
zustande? Da eine komplexe Bindung an Natriumsalicylat nicht 
moglich ist, so kann die Abnahme der osmotisch wirksamen 
T'eilchen nur das in Lésung befindliche Coffein betreffen. Wegen 
der geringen elektrolytischen Dissoziation des Coffeins wiirde eine 
solche Abnahme der Coffeinteilchen keinen nennenswerten Kintlus 
auf die elektrische Leitfahigkeit besitzen. 

Bestimmt man die Gefrierpunktsdepression einer wiibrigen 
m/20-Coffeinlésung, so findet man einen Wert, der niedriger ist 
als theoretisch zu erwarten wire. Dieselbe Beobachtung haben 
Schiller (a.a.O.) und Briihl?) gemacht. (Tab. 8). Coffein ist 
also anscheinend schon in wiaBriger Lésung nicht vollkommen in 
Kinzelmolekiile aufgespalten, sondern bildet mindestens Doppel- 
molekiile. Das stimmt iiberein mit den Feststellungen von Zee- 
huisen*), nach dem Coffein in wibriger Lésung, im Gegensatz 
zu Theobromin und Theophyllin, schwach kolloidal ist. GréBere Mole- 
kiilaggregate scheinen nicht vorzuliegen; denn das Tyndallsche 
Phinomen ist negativ. Diese Erscheinung erklart vielleicht auch 
das Gefrierpunktsdefizit. Denn wenn der undissoziierte Coffein- 
anteil in Natriumsalicylatlésung in erhéhtem MaBe Doppelmolekile 
oder Molekiilaggregate bildet, so muf es zu einer Abnahme der 
(Jefrierpunktsdepression kommen, ohne daf die Leitfihigkeit der 
Natriumsalicylatlésung verindert wird. 

Die beobachtete Abnahme der Gefrierpunktsdepression wiirde 
sich also erkliren zum gré8eren ‘l'eil durch Polymerisation der 


') Biochem. Zs. Bd. 212, S. 291 (1929). 
*) Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 86, 5. 342 (1920). 
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Tabelle 8. 











Gefrierpunktserniedrigung 
| 1] Ditlerenz 
Losung ge- _™ | %, des Beobachter 
messener rechneter II—I | be- 
rechneten 
Wert | Wert Wertes 
» 20-Coffein 0,081 | 0,0925 0,0115 | 12,4 Schiiller ') 
mn 20-Cofttein ),082 | 0,0925 0,0105 | 11,3 eigene Messungen 
m 15-Coffein 0,102 | 0,125 0,021 17,1 Briihl °) 
! 0.0617 0,0107 | 17,3 | Brithl’ 


| m 30-Coffein 0,051 


Coffeinmolekiile in dem organischen Lisungsmittel Natriumsali- 
cylat und zum kleineren Teil durch Bildung von schlechter disso- 
ziiertem Coffeinsalicylat. Nur letztere geht mit einer Abnahme 
des Leitvermégens einher. 

In gleicher Weise wiire die Abnahme der Gefrierpunkts- 
depression einer coffeinhaltigen Novocain-HCl-Lésung ohne gleich- 
} zeitige Leitfihigkeitsinderung zu erkliren mit einer Polymeri- 
sation von Coffeinmolekiilen in dem organischen Lésungsmittel 
Novocain-HCl. 

Diese Erklirung steht im Widerspruch zu einer itriiher ge- 
iuBberten Autffassung.*) Da _ Leitfihigkeitsbestimmungen damals 
noch nicht vorlagen, wurde versucht, die Gefrierpunktsinderungen 
y bei den Stoffpaaren vom T'ypus Coffein -+- Novocain-HCl in Analogie 
zu dem Verhalten des Gefrierpunktes bei Salzgemischen von der 
P Art NaCl + Novocain-HCl durch Zuriickdringung der hydrolytischen 
Dissoziation der Alkaloidsalze und Bildung von undissoziiertem 
Coffeinhydrochlorid zu erkliren. Wenn auch sicher ist, da eine 
solche Verminderung der hydrolytischen Dissoziation und Bildung 
} von undissoziiertem Coffeinhydrochiorid eintritt, so ist nach dem 
rgebnis der Leitfihigkeitsbestimmungen nicht daran zu zweifeln, 
I daB diese Vorginge, sei es wegen ihres geringen AusmaBes, sei 
es wegen Kompensation durch die starke hydrolytische Spaltung 
des gebildeten Coffeinhydrochlorids die beobachteten Gefrierpunkts- 
anomalien nicht erkliiren kéanen. Letztere kénnen nunmehr bei 
) \atriumsalicylat und Novocainhydrochlorid einheitlich aufgefabt 


') J. Schiiller, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 105, S. 299 (1925). 
*) H. Briihl, Biochem. Zs. Bd. 212, S. 291 (1929). 
*) K. Zipf, Arch. fiir exper. Pathol., Bd. 140, S. 56 (1929). 
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werden als Polymerisation der Coffeinmolekiile in dem dure) 
Zusatz von Natriumsalicylat oder Novocainhydrochlorid veranderter 
Lisungsmittel. AuBer durch Bildung polymerer Coffeinmolekiile 
kénnte an der Abnahme der Gefrierpunktsdepression bei gleich- 
bleibendem Leitvermégen noch die Bildung polymerer Molekiile 
von Novocainbase, welche durch die Umsetzung 

(Coffein - H)- OH +(Novocain+ H)-Cl <= (Coffein-H)-Cl + (Novocain- H)-OH 
entstehen, beteiligt sein. In diesem Sinne sprechen die Versuche 
von J. Traube und Onodera!?), wovach Alkaloidbasen kolloidale 
Lésungen bilden. Auf diese Weise wire auch zu verstehen, dag 
die freigewordene Novocainbase nicht ausfallt, sondern im Gegentei! 
in ihrem Hydrochlorid (n/10) besser léslich (0,558°/,) ist als in 
reinem Wasser (0,2°/,\, eine Frage, die in der ersten Mitteilung 
(a. a. O.) offengelassen wurde. 

Zusammenfassend laBt sich zunichst sagen: 

1. Coffein bildet in einer Natriumsalicylat- oder 
Novocain-HCl-Liésung keine Komplexverbindung. 

2. Die Abnabme der Gefrierpunktsdepression einer 
coffeinhaltigen Natriumsalicylatlésung kann zum 
groBeren Teil durch Polymerisation der Coffeinmole- 
kiile in dem organischen Lésungsmittel Natriumsali- 
cylat, zum kleineren Teil durch Bildung von schlechter 
dissoziiertem Coffeinsalicylat erklart werden. Schor 
in wiBriger Lésung ist Coffein teilweise polymerisiert. 
Die Bildung von Coffeinsalicylat zeigt sich in eine: 
entsprechenden Abnahme des elektriscben Leitver- 
mogens an. 

38. In dem organischen Lisungsmittel Novocain-HU 
bildet Coffein ebenfalls Mehrfachmolekile, wodurch die 
Abnahme der Gefrierpunktsdepression erklart werden 
kann. Wahrscheinlich bildet auch die Novocainbasé 
in Novocain-HCl polymere Molekile und wird dadurc! 
besser ,léslich*. 

VI. 

Die Lislichkeitsbegiinstigung fiir Coffein und die Gefrier- 
punktsveriinderungen stehen bei den untersuchten Stoffen, wi 
aus T'ab. 1 hervorgeht, in keinem gesetzmiBigen Zusammenhavg 

Léslichkeitsvermégen und Polymerisationsfihigkeit?) habe. 


1) Internat. Ztschr. f. physik.-chem. Biol., Bd. I, S. 35 (1914). 
2) Lit. bei W. Nernst, Theoret. Chemie, 1926, 11.—15. Aufl. 
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dagegen gemeinsam, daB sie beide von der ,,.Natur des Lisungs- 
mittels* abhangen. Manches spricht auch fiir eine Abhingigkeit 
der Léslichkeit vom Polymerisationsvermégen. Die Bildung von 
Doppelmolekiilen und vermebrte Léslichkeit kénnen parallel gehen. 
So bildet z. B. Benzoesiure in Wasser, abgesehen von der ge- 
ringen elektrolytischen Dissoziation, einfache Molekiile, in Benzol 
dagegen Doppelmolekiile. In Benzol ist Benzoesiure wesentlich 
besser léslich als in Wasser. Hierher gehért ferner die Bildung 
mehr oder weniger kolloidaler Lésungen von Alkaloidbasen in 
Wasser, wie sie J. Traube und Onodera (a. a. O.) nachgewiesen 
haben. Durch Polymerisation laBt sich auch die bessere Lés- 
lichkeit der Novocainbase in Novocainhydrochlorid erkliren. Eine 
ihnliche Beziehung zwischen Léslichkeit und Polymerisations- 
vermégen beherrscht wahrscheinlich auch die Léslichkeitszunahme 
von Cofleinsalicylat in Natriumsalicylatlésung. Das salicylsaure 
Coffein ist in n/10-Natriumsalicylatlésung zu 0,8°/,, in Wasser 
dagegen nur zu 0,16 °/, léslich. 

Fiir den Molekularzustand eines gelisten Stoffes, in unserem Falle 
Coffein, erseheint von Bedeutung die Dielektrizitiitskonstante des Lésungs- 
ittels..) Und zwar wird anscheinend nicht nur die Hemmung der elek- 
trolytisehen Dissoziation, sondern auch die Bildung von Mehrfachmolekiilen 
aus einfachen durch eine niedrige Dielektrizitétskonstante des Lésungs- 
mittels begiinstigt. Da nun aber der Zusatz von Natriumsalicylat die Di- 
elektrizitiitskonstante des Wassers herabsetzt, so muB dadurch auch die 
Polymerisation der Coffeineinzelmolekiile geférdert werden. 

Uber den EinfluB8 der Natur des Mediums“ auf die Lés- 
lichkeit ist Bestimmtes nicht bekannt.’) Nur so viel ist sicher, 
daB die Natur des Lésungsmittels“ sich mit wachsender Kon- 
zentration des zugesetzten Stoffes (Natriumsalicyat) rasch und 
zwar mit einer héheren Potenz der Konzentration des zugesetzten 


Stofies indert. Damit stimmt iiberein die rasche Abnahme des 
> Chloroform , : ‘ . , 
TK, a mit steigender Natriumsalicylatkonzentration. 
asser 

Das hohe Lésungsvermégen des Natriumsalicylates und 
Novocainhydrochlorids gegeniiber Coftiein ist also eine besondere 
Kigenschaft dieser Stoffe. Beide sind eben gute Lésungsmittel 
fur Coffein. Auch sonst ist ja Natriumsalicylat als gutes Lésungs- 
mittel fiir organische Stoffe bekannt. Campher, Norcampher, 
Hexeton, Terpenalkohole, Harze und Gummiharze und viele andere 
organische Stoffe, darunter auch Harnsiiure, werden durch Natrium- 


') Lit. bei W. Nernst, Theoret. Chemie, 1926, 11.—15. Aufl. 
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salicylat besser wasserlislich gemacht. Die anderen untersuchten 
Salze und, wie wir nachweisen konnten, auch Novocainhydro- 
chlorid und Hydrochloride anderer Localanaesthetica sind eben- 
falls gute Lésungsmittel fiir viele organische Stoffe. 

Die Léslichkeitsbegiinstigung des Coffeins durch die unter- 
suchten Substanzen erinnert sehr an die Erscheinungen der 
Hydrotropie, worunter Neuberg!) die EKigenschaft wiBriger 
Lésungen vieler Salze versteht, in Wasser unldsliche Substanzen 
in Lésung tiberzufithren. Zur Erklirung dieser weitverbreiteten 
Erscheinung denkt Neuberg in erster Linie an die Bildung von 
Komplexverbindungen, ohne daB es aber bis jetzt gelungen ist, 
solche Komplexe nachzuweisen. Bei der chemischen Verschieden- 
heit der Stoffe, deren Lésung in Wasser begiinstigt wird — Alko- 
hole, Ketone, Aldehyde, Ester, organische Basen, Siuren, Alka- 
loide und Kiweibkérper —, erscheint es ausgeschlossen, dab eine 
der bekannten Komplexbildungen stattfindet. Jedentalls wurde 
fiir die Lislichkeitsbegiinstigung des Coffeins durch Natrium- 
salicylat, Natriumbenzoat, Novocainhydrochlorid und die anderen 
untersuchten Stotfe nachgewiesen, daf eine solche Komplexbildung 
sicher nicht vorliegt. Diese Feststellung erscheint uns nicht un- 
wichtig fiir die Aufklirung der Erscheinungen der ,,Hydrotropie‘ 
und ,,Lyophilie“. 


1) Biochem, Zs. Bd. 76, 5. 108 (1916). 








WO! 
dur 
alke 
Asi 
Lure 
und 
von 
eS 

ibe 
Saue 
cleie 
Mihy 
auch 
W ae 
da Z" 


schie 


kurz 








Zur Darstellung und Kupplung des Globins. 
Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitit Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Januar 1950.) 


Das durch Salzsiureeinwirkung bei Zimmertemperatur aus 
Oxyhimoglobin nach Schulz!) dargestellte Globin ist nach Hill 
und Holden?) denaturiert; es gibt mit sodaalkalischer Loésung 
von Hiimin und einem Reduktionsmittel nicht Himoglobin, son- 
dern Himochromogen, das durch Oxydation mit Luftsauerstoff 
in das Haimatin, nicht aber in das Oxyhimoglobin tibergeht. Das 
nach Hill und Holden?*) durch Salzsiiureeinwirkung bei 0° ge- 
wonnene und von dem gleichzeitig entstandenen ,,Metaprotein™ 
durch Ammoniak abgetrennte ,,native’ Globin bildet mut soda- 
alkalischer Lésung von Hiimin, das Methiimoglobin, das nach 
J/usatz von einem Reduktionsmittel in Himoglobin und dieses 
durch Luftoxydation in Oxyhimoglobin ubergeht. Haurowitz 
und Waelsch4) haben die spektroskopischen Beobachtungen 
von Hill und Holden auf gasanalytischem Wege_ bestiitigt: 
es entsteht nach ihnen aus Hiaimin und ,,nativem‘ Globin 
uber Methimoglobin ein echtes Hiimoglobin, das molekularen 
Sauerstoff bindet, wihrend aus denaturiertem Globin unter den 
cleichen Bedingungen das Kathimoglobin entsteht, dem die 
lihigkeit, den molekularen Sauerstoff zu binden, abgeht. Aber 
auch das Hillsehe ,,native’s’ Globin ist nach Haurowitz und 
Waelseh durch die Salzsiiurebehandlung bei 0° leicht verindert, 
da zwischen resythesiertem und nativem Himoglobin einige Unter- 
schiede (eine leichte Verschiebung siimtlicher Banden gegen das 
kurzwellige Spektralende, eine Erhéhung der Koagulations- 

\) Diese Zs. Bd. 24, S. 449 (1898). 

*) Biochemical. Jl. Bd. 20, S. 1326 (1926). 

3) A. a. O. 

*) Diese Zs. Bd. 182, S. 82 (1929). 
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temperatur, eine nur unvollstiindige Kupplung mit Hiimin) ge. 


funden wurden. 
Im folgenden wird iiber ein Verfahren berichtet, durch welches 


beide Blutfarbstoffkomponenten gleichzeitig gewonnen werden 
kénnen. Die Farbstoffkomponente wird in unverindertem Zn- 


stand als «-Oxyhimin («-Himatin) oder «-Chlorhimin oder Oxy- 
himinkalium (Himatinkalium) gewonnen und auch das Globin 
wird nur zum Teil denaturiert, zum Teil aber kupplungsfihiy 
erhalten. Die stark denaturierend wirkende Salzsiiure wurde 
durch die Oxalsiiure ersetzt und die fast vollstindige Trennung 
der prosthetischen Gruppe wurde durch oxalsaurehaltiges Aceton 
erzielt. Ks wurde beobachtet, dai das Aceton auf das Oxyhimo- 
globin weniger rasch denaturierend einwirkt als auf das freie, in 
Losung befindliche Globin. Wenn eine Ochsenhaémoglobinlésung 
mit dem gleichen Teil Aceton vermischt wurde, fiel das Oxyhamo- 
elobin fast sofort aus, aber der Niederschlag krystallisierte nach 
einiger Zeit und die Krystalle des Oxyhimoglobins blieben einige 
Zeit unverindert. Wenn nun das bereits ausgefallte Oxyhiimo- 
clobin mit oxalsiurehaltigem Aceton extrahiert wurde, konnte 
das oxalsiurehaltige Aceton auf das in festem Zustande befind- 
liche Globin nur wenig denaturierend einwirken, wihrend es eine 
Globinlésung rasch denaturierte. 

Durch methylalkoholische Kalilauge gelang die Trennung der 
beiden Blutfarbstoffkomponenten nicht so rasch und vollstindig 
wie diejenige mit oxalsiurehaltigem Aceton oder Alkohol, auber- 
dem war das Globin dureh Alkoholeinwirkung mehr denaturiert. 

Es wurde auch versucht, die Trennung durch oxalsiure- 
haltigen Ather durchzufiihren, da es erwartet werden konnte, da! 
der Ather noch weniger denaturierend einwirken wird. Bei Ab- 
wesenheit von Stromata wurde aber das Hamatin durch den 
oxalsiiurehaltigen Ather ebensowenig extrahiert, wie dies Hill un! 
Holden!) und dann auch Haurowitz und Waelsch?) mit salz- 
siiurehaltigem Ather beobachtet haben. Bei Gegenwart von Stro- 
mata ging das Himatin in den oxalsiurehaltigen Ather nur zum 
kleineren Teil. Die Extraktion gelang besser, wenn die Oxyhamo- 
globinlésung zuerst mit Alkohol koaguliert und das zerriebene 
Koagulum mit oxalsiiurehaltigem Ather extrahiert wurde, aber be! 


vy) 


weitem war sie nicht so gut wie diejenige mit oxalsiurehaltigem 
Alkohol. 
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Die mit oxalsiurehaltigem Aceton dargestellten Globin- 
priparate waren loslich in Wasser, die Losungen waren fast farb- 
los und ohne spektroskopischen Befund. Sie enthielten aber 
einen, durch Ammoniak oder durch Natriumbicarbonatlésung 
(illbaren, denaturierten Anteil. Die Globinlésungen gaben mit 
wibrigen Losungen von Himatinkalium oder mit sodaalkalischen 
Losungen von Hémin oder von Himatin Methimoglobin, das nach 
Zusatz von Reduktionsmittel in Himoglobin und dieses durch 
Luftoxydation in Oxyhimoglobin, weiter auch in Carboxy- und 
Methimoglobin tberfiihrt werden konnte. 

Die Globinlodsungen verloren mit der Zeit ihre Kupplungs- 
fihigkeit, wahrend die trockenen Priparate sie lingere Zeit be- 
hielten. Aber auch die Pigmentlésungen verloren mit der Zeit 
ihre Kupplungsfaihigkeit, wie schon Hill und Holden’) angegeben 
haben. ° 


Experimenteller Teil. 
A. Darstellung von Globin. 





I'risches defibriniertes Ochsenblut wurde zentrifugiert, die 
Blutkoérperchen wurden 4mal mit 2°/,igem Natriumacetat auf der 
Zentrifuge gewaschen. 

1. Der Blutk6rperchenbrei wurde mit 2 Volum Wasser himo- 
Jysiert. Die hamolytische Flussigkeit wurde scharf zentrifugiert, 
filtriert, mit 1—1?/, Volum Aceton koaguliert; das mit einem 
} Volum Aceton erzielte Koagulum war nach einiger Zeit mit Kry- 
stallen des Oxyhimoglobins durchsetzt. Nach etwa einer oder 
nur emer halben Stunde wurde koliert, das Koagulum wurde 
unter schwachem Druck abgepreBt, noch feucht mit oxalsiure- 
haltigem Aceton (bei Verarbeitung von einem Viertelliter Blut 
wurden 600 cem Aceton mit 18 g Oxalsiiure verwendet) auf einer 
Reibschale zerrieben, nach etwa 10—20 Minuten koliert, auf der 
Luinwand mit weiteren Acetonportionen unter Umrihren mit 








einem Glasstab nachgespilt, scharf abgepreBt, dann wieder zer- 
reben und nochmals mit oxalsiurehaltigem Aceton auf der Reib- 
Shale unter Zerreiben nur etwa 5 Minuten ausgezogen, koliert, 
nit Aceton mehrmals nachgespiilt, dann mit Ather mehrmals ge- 
PWaschen, abgepreBt, zerrieben und an der Luft bei etwa 10—15°, 
bei denen auch die fritheren Operationen ausgefiihrt wurden, ge- 
trocknet. 


+) A. a. O. 
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2. Die hamolytische Fliissigkeit wurde auBerdem noch mi 


‘Toluol geschittelt, zentrifugiert, abgetrennt und weiter wie unter | 


behandelt. Die Extraktion war etwas erschwert. 


Der gewaschene Blutkorperchenbrei wurde direkt mit oxal. 
siurehaltigem Aceton (es wurden hier 750 cem Aceton mit 20 » 


) 


Oxalsiiure auf einen Viertelliter Blut genommen) unter Zerreibey, | 


auf einer Reibschale nur etwa 10 Minuten extrahiert und weite; 


wie unter 1 behandelt. 
4. Die Darstellung war analog wie diejenige unter 


schriebene, aber zur Koagulation wurde Methylalkohol - sh 


Mxtraktion methylalkoholische Kalilauge, die 11/,—2°/) KOH ent. 


hielt, verwendet. Die Extraktion war hier bede wien langsamer 


und nicht so erschépfend, da ein kleiner Rest hartnickig zuriic! 
gehalten wurde. 


©. Wenn die haimolytische Fliissigkeit direkt mit oxalsiur- 
haltigem Ather geschiittelt wurde, nahm die erste Ausschiittelun: 
lungen waren nur sehr gering gefarbt, trotzdem das Globin ite 
den gréBeren Teil des Farbstoffs enthielt. Dieses Verfahren erwir 


einen ‘Teil des Farbstoffs heraus, aber die weiteren Ausschiitt 


sich also zur Gewinnung von Globin als ungeeignet. Wenn 


Stromata friiher durch Toluol nach Heidelberger abgetreny 


worden waren, nahm der oxalsiurehaltige Ather tiberhaupt kein 


arbstoff heraus. Wenn aber die himolytische Fliissigkeit zuery 


| 
| 
| 
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mit Alkohol koaguliert und das Koagulum zerrieben wurde, nali | 
der oxalsiiurehaltige Ather aus diesem frischen feuchten Pulver. ? 


das analog wie das mit Aceton erhaltene Pulver Oxyhimoglobhi. 


Methimoglobin und Kathimoglobin enthielt, das Pigment besser 
aber bei weitem nicht so gut und vollstindig wie oxalsiurehaltiy 
Alkohol, heraus. 


Eigenschaften des Rohglobins. 


GrauweiBe bis gelbliche (J—3) Pulver oder schwach gra | 


braun gefirbte (4) Pulver, die bis auf einen geringen R ticksta! n 
in Wasser loslich waren. Die Losungen reagierten sauer (1- 
oder alkalisch (4). Die ersteren waren fast farblos und ™ 


spektroskopischen Befund, oder, wenn die Extraktion nicht so vo: 


stiindig gelungen war, waren sie gering briunlich gefarbt mit kav 

merklicher, undeutlicher Kathiimoglobinabsorption, die nach 3) 
. . . . r . . ] a 

kalisieren mit Ammoniak und Zusatz von Redyktionsmitte! 


schwache Hiimochromogenabsorption itiberging; nach Dur 
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schutteln mit Luft erschien wieder ein sehr schwaches, undeut- 
liches Spektrum des Kathamoglobins. Durch Zusatz von Ammoniak 
entstand ein Niederschlag, der in weiterem Ammoniak loslich war. 
Auch durch Soda- oder Natriumbicarbonatlésung wurde ein Nieder- 
schlag erhalten, der in Bicarbonatlésung nur zum Teil l6éslich war. 
Der Niederschlag bestand aus denaturiertem Globin. 

Die alkalische Globinlésung war etwas mehr, aber auch schwach, 
velbrot gefarbt und besaB sehr schwaches Kathaimoglobinspektrum, 
welches nach Zusatz von Stokesscher Liésung oder Ammonsulfid 
in deutliches Hamochromogenspektrum tiberging. Nachdem die 
Losung mit Luft durchgeschiittelt wurde, konnte wieder sehr 
schwaches Kathimoglobinspektrum beobachtet werden. Wenn die 
alkalische (4) Globinlésung mit verdiinnter Essigsiure angesduert 
und dann mit Ammoniak oder mit Bicarbonatlésung versetzt 
wurde, entstand ein starkerer Niederschlag von denaturiertem 
Globin, der den Restfarbstoff gr6éBtenteils mitnahm. 


Reinigung des Rohglobins. 

Das Rohglobin wurde in Wasser geldst, die filtrierte Lésung 
wurde 

a) bei sauren Priparaten (1—3) mit verdiinntem Ammoniak 
oder mit Natriumbicarbonatlésung versetzt, solange der Nieder- 
schlag sich vergréBerte. Nach Absitzen wurde der Niederschlag 
abfiltriert. Das Fuiltrat wurde entweder direkt zu [upplungs- 
versuchen verwendet oder es wurde frither dialysiert, wozu mehrere 
Tage notwendig waren und erst dann gepriift. Da das Trocknen 
iiber H,SO,, KOH oder tber CaCl, im Vakuum bei etwas groBerer 
llussigkeitsmenge zu lange dauerte, habe ich versucht, die dialy- 
slerte Lésung im Luftstrom abzudampfen oder dieselbe mit Aceton 
zu fallen. Aber das mit Aceton gefillte Globin war selbst bei 
raschem Arbeiten vollstindig denaturiert. [Hs war unldslich in 
Wasser, langsam léslich in verdiinnter Essigsiiure, schwierig und 
gering léslich in verdiinntem Ammoniak, kupplungsunfihig. Die 
im Luftstrom oder im Vakuum abgedampfte Globinlisung lef 
einen Riickstand zuriick, der nach dem Zerreiben ein schwach 
graugelbliches Pulver darstellte. Das Pulver war loshch in Wasser, 
die Lisung war fast farblos, ohne spektroskopischen DBefund, 
kupplungsfahig. 

b) bei alkalischen Priiparaten (4) mit verdiinnter Essigsiure 
schwach angesiiuert und dann mit verdiinnter Natriumbicarbonat- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXVII. 16 
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lésung versetzt. Der Niederschlag, der hier stirker und mehr ge- 
firbt war, wurde nach dem Absitzen abfiltriert und das Filtrat. 
das jetzt weniger gefarbt war, wurde gepriift. 

c) Der mit Ammoniak oder mit Natriumbicarbonat in der 
Rohglobinlésung erzeugte, abfiltrierte und mit Wasser gewaschene 
Niederschlag bestand aus denaturiertem Globin. Dieser noch 
feuchte Niederschlag war unldéslich in Wasser, léslich in ver- 
diinnter Hssigsiure, schwieriger und langsamer léslich in ver- 
dinntem Ammoniak; durch Waschen mit Wasser wurde ihm 
das mitgenommene kupplungsfihige Globin entzogen. 


B. Darstellung des Chlorhamins, des Oxyhamins und des Kalium 
oxyhamins. 

Zur Darstellung des Chlorhimins wurde der von der Dar- 
stellung des Globins gebliebene Acetonauszug mit Salzsiure 
(2cem 12,5°/,iger, mit 2 cem Aceton vermischter Salzsiure au! 
je 100 com Auszug) versetzt. Die Krystalle wurden nach 12 Stunden 
abfiltriert und, wenn sie lipoidfrei waren, nur mit sehr verdiinnter 
Salzsiiure und zuletzt mit Wasser gewaschen. Zu den Kupplung:- 
versuchen wurde eine frisch bereitete Lésung in verdiinnter Sodi 
verwendet; diese Lésung enthielt wahrscheinlich das Hamatin- 
natrium. 

Zur Darstellung des Oxyhimins wurde der von der Globin- 
darstellung gebliebene Acetonauszug mit 2°/,iger Natriumacetat- 
lisung versetzt und der entstandene Niederschlag wurde ab- 


filtriert. Nur der rasch abfiltrierte Niederschlag war in verdiinnter 


Natriumbicarbonat- und in verdiinnter Sodalésung léslich, wahrend 
derselbe nach lingerem Stehen abfiltrierte Niederschlag in ver- 
diinnter Natriumbicarbonatlésung nur gering und in verdiinni« 
Sodalésung nur langsam und schwer léslich war. Das trockene 
Oxyhiminpulver war in verdiinnter Natriumbicarbonatlésung nu 
minimal léslich und von verdiinnter Sodalésung wurde es sehr schwer 
kolloidal gelést. 

Zur Darstellung des Oxyhiminkaliums wurde der erste. 
stark gefiirbte, methylalkoholische, von der Globindarstelluny 
iibriggebliebene Auszug mit festem KOH wenigstens bis zu 10"), 
auf einmal versetzt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden nacl! 
AbgieBen der Mutterlauge abfiltriert, mit Methylalkoholither (1:5 
gewaschen und mit Ather extrahiert. Das Priiparat war in Wasse! 
leicht lislich; diese friseche Lisung wurde zu den Kupplung- 
versuchen verwandt. 
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C. Kupplung des Globins mit Natrium- und Kaliumoxyhamin. 
a) Rohglobin. 


Wenn eime Lésung von sauren Rohglobinpriparaten (1—3) 
mit einer frisch bereiteten Lésung von Oxyhiminkalium versetzt 
wurde, bekam die Lésung sofort die gelbbraune Farbe und das 
Spektrum des sauren Methimoglobins!); nach Zusatz von ver- 
diinnter Natriumbicarbonatlésung wurde zuerst eine starke ‘'l'rii- 
bung beobachtet, die aber nach weiterem Zusatz von Bicarbonat 
vollstindig in Lésung ging und diese klare Lésung besaB nun die 
rotbraune Farbe und das Spektrum des alkalischen Methimo- 
clobins. Nach Zusatz von Ammonsulfid wurden die Streifen des 
alkalischen Methiimoglobins voribergehend verstirkt, alsdann 
wurde die Farbe und das Spektrum des Hiimoglobins beobachtet. 
Wenn diese Lésung mit Luft geschiittelt wurde, konnte die hell- 
rote Farbe und das starke Spektrum des Oxyhiimoglobins beob- 
achtet werden. Die Farbe dieser Oxyhiimoglobinlésung hatte im 
Vergleich mit einer gleichkonzentrierten Lésung von nativem 
Himoglobin einen braunen Stich, den auch Hill und Holden’) 
hei ihrem resynthesierten Oxyhimoglobin beobachtet haben. Wenn 
nach dem Vorschlag der genannten Autoren zu der alkalisierten 
Globinlésung festes Chlorhimin zugesetzt wurde, war die Farbe 
der Lésung von resynthesiertem Oxyhimoglobin derjenigen des 
nativen Oxyhamoglobins ahnlicher. 

Anstatt Ammonsulfid konnte noch besser das Reagens von 
Stokes verwendet werden; in diesem Falle wurde die Globin- 
ljsung mt Ammoniak schwach alkalisiert. Wenn die Lisung des 
resynthesierten Oxyhimoglobins mit Leuchtgas gesiittigt wurde, 
konnte die Farbe und das Spektrum des Carboxyhiimoglobins 
beobachtet werden; das Spektrum blieb nach Zusatz von Stokes- 
schen Reagens bestehen. Dieselbe Oxyhimoglobinlésung konnte 
auch durch Zusatz von einer frischen Ferricyankaliumlésung 
wieder in Methimoglobin ibergefithrt werden. Auch in jenen 
Fallen, wo die Globinlésungen nicht vollstiéndig met- und kat- 
himoglobinfrei1 waren, konnte spektroskopisch kein Zweifel iiber 
(ie stattgefundene Kupplung sein, da die spektroskopischen 
silder zu auffallende Unterschiede aufwiesen. 

Die mit alkalischen Globinpraparaten (4) bereiteten Lésungen 
waren etwas mehr, obwohl auch schwach, gefairbt. Mit diesen 





') Haurowitz, Diese Zs. Bd. 137, S. 4 (1924). 
*) a. a. O. 
16* 
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Lésungen konnte die Kupplung zu Methimoglobin und Himo- 
globin nicht so klar beobachtet werden, aber nach der Luftoxy- 
dation wurde nur starkes Spektrum des Oxyhimoglobins beob- 
achtet, wihrend mit derselben Globinliésung selbst, nach erfolgter 
feduktion und Luftoxydation, nur sehr schwaches Kathimoglobin- 
spektrum beobachtet werden konnte. 

Zur Kupplung konnte auch eine frisch bereitete Loésung von 
Chlorhimin oder Oxyhiaimin in verdiinnter Sodalésung verwendet 
werden. ‘Wenn aber die Pigmentlésung einige Zeit stehen blieben, 
verloren sie nach und nach die Fahigkeit mit frischen Globin- 
lésungen, die mit frisch bereiteten Pigmentlésungen gleichzeitig 
gut reagierten, in Verbindung zu treten. Nach Zusatz von solchen 
ilteren Pigmentlésungen zu der Globinlédsung wurde die oliv- 
griinbraune Farbe und das Spektrum des alkalischen Hamatins 
beobachtet; nach Zusatz von Stokesscher Lésung wurde Hamo- 
chromogenspektrum beobachtet und dieses machte nach Durch- 
schitteln mit Luft einem schwachen Kathaimoglobinspektrum 
Platz. Der Unterschied war in Vergleichsversuchen mit frischen 
Pigmentlésungen und derselben Globinlésung auffallend. 

Aber auch die Globinlésungen verloren mit der Zeit, aber 
langsamer als die Pigmentlésungen, ihre Kupplungsfihigkeit. Die 
trockenen Globinpriparate waren gegen das Altern viel mehr 
resistent. 


b) Gereinigtes Globin. 


Die Lésungen des gereinigten Globins reagierten sehr gut 
mit frischen Héimatinl6sungen zu Methimoglobin, Haimoglobin, 
Oxyhimoglobin, Carboxyhimoglobin und wieder Methimoglobin; 
am besten reagierten die frisch dargestellten und gereinigten 
Globinlésungen. 


c) Denaturiertes Globin. 


Der durch Ammoniak oder Bicarbonat gefillte und abfiltrierte 
Anteil des Rohglobins war denaturiert. Er wurde noch feucht in 
Wasser mit verdiinnter Essigsiiure gelést und die Lésung dann 
mit verdiinntem Ammoniak alkalisiert. Diese Lésung gab mit 
frischen sodaalkalischen Himatinliésungen nicht Methimoglobin, 
sondern alkalisches Hiimatin und Kathimoglobin. Dieselbe redu- 
zierte Losung zeigte die Hiimochromogenstreifen, die nach der 
Luftoxydation in das schwache Band des alkalischen Himatins 
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und in die schwachen undeutlichen Banden des Kathimoglobins 
ubergingen. Diese Unterschiede waren in Vergleichsversuchen mit 
den kupplungsfahigen Globinlésungen besonders grof. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird ein Verfahren zu gleichzeitiger Darstellung der 


|  } }eiden Blutfarbstoffkomponenten, des Globins einerseits und des 
| Hiimatins andererseits, beschrieben. Das Globin hat die Fiihig- 





, keit, sich mit Hamatin zu Methimoglobin zu vereinigen, behalten. 
Das resynthesierte Methimoglobin gab weiter das Hiimoglobin, 
das Oxy-, Carboxy- und Methimoglobin. Die Beobachtung ge- 


| ff schah auf spektroskopischem Wege. 
2. Es wird bestitigt, daB sowohl die Globin- als auch die 
Hamatinldsungen mit der Zeit ihre Kupplungsfihigkeit verlieren. 
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Uber die 
Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion zeigen.’ ‘butte 


V. Synthese von Isoseryl-glycin. | 
Von 


Masaji Tomita und Junji Karashima. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie in Nagasaki.) samn 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1930.) bade 

unter 

Das inaktive Isoseryl-isoserin ist das einzige bisher synthetisi0" | 
erhaltene Polypeptid, welches in seinem Molekiile eine freie Ox.and b 
aminogruppe CH,NH,—CHOH— enthalt. Der Isoserinmethylestafnn 
verwandelt sich bei gewéhnlicher Temperatur in den Isosery-fbrigs 
isoserinmethylester, welcher sich durch Verseifen mit Alkali leicifich i: 
in das Dipeptid umwandelt.’) 
Ks hat aber bisher an einem Verfahren gefehlt, eine a}! 

















phatische Oxaminosaéure unter Vereinigung ihres Carboxyls uf I 
der Aminogruppe der anderen Aminosiuren in Peptidverbinduy Ve 
zu iiberfiihren. So gut das Chlorierungsverfahren sich auch lep’*°° 
allen einfachen Monoaminosiuren bewahrt hat, so hat es dociff?°"” 
leider bei den Oxyaminosiuren versagt. GréBere Schwierigkeite It, u 
zeigten sich bei der Chlorierung von Oxyaminosiuren mitted mZ 
Phosphorpentachlorid, weil hier als Nebenprodukte wechselndge’™” 
Mengen von phosphorhaltigen Substanzen entstehen. Die Mi rd 
wirkung der Oxygruppen kann man wohl ausschalten, wenn ma inste 
an Stelle des Phosphorpentachlorids Thionylchlorid verwendet, puge 
iibrigens auch sonst viele Vorziige bietet, wihrend bei Oxyamin * 
siiuren immer noch keine umfassendere Verwendung desselbem “8° 
moéglich war. mg 

Es ist uns schlieBlich gelungen, das Isoserylpeptid darzustelle a 
indem wir die Chlormilchsiure als Ausgangsmaterial benutzte ve 
8-Chlormilchsaéure geht mit Thionylchlorid in £-Chlorlactylchlon a 
iiber, welches sich leicht mit Glykokoll verbindet. Bei nachherg aa 

!) IV. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 178, S. 302 (1928). 0,3 


*) E. Fischer u. U. Suzuki, Chem. Ber. Bd. 38, 8. 4193 (1909) 
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{Minwirkung von Ammoniak kann man daraus verhiiltnismibig 

leicht die erwartete Verbindung in reinem Zustand erhalten. 

| Die Zahl der Halogenacyle kann gewiB noch vergréfert werden, 
nd wir haben die Hoffnung, daB man bei Verwendung von 

\a- Chlormilchsiure, y-Chlor-8-oxy-buttersiiure und 0-Chlor-y-oxy- 

»ppleriansnare auch das Radikal des Serins, der y-Amino-f-oxy- 
\|buttersiiure und der d-Amino-y-oxy-valeriansiure einfiihren kann. 


| 
| Experimenteller Teil. 


8-Chlorlactyl-chlorid (CH,Cl—CHOH—COC)). 


30 g Chlormilchsiure werden mit 200 g Thionylchlorid zu- 

“kl gemmengebracht und riickflieBend 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion wird die Fliissigkeit 
unter 5 mm Druck fraktioniert. Nachdem das Thionylchlorid bei 
etiso0)” iitbergegangen war, stieg das Thermometer rasch auf 100° 
. Ox-and bis 105° destillierten 24,0 g Chlorlactyl-chlorid. Dies Produkt 
‘lestaifann noch eine kleine Menge von Chlormilchsiure enthalten, das 
iser}fibrigens fiir die Synthese des Chlorlactyl-glycins kaum hinder- 


In eine durch Eis gekiihlte Lésung von 12 g Glykokoll in 
60 ccm Normal-Natronlauge werden unter starkem Schiitteln 
®wechselnd in kleinen Portionen 250 ccm einer dtherischen 
dsung, die 24 g f-Chlorlactylchlorid (statt der ber. 22,9 g) ent- 
ilt, und auBerdem 250 ccm Normal-Natronlauge zugegeben. Nach 
m Zusatz von 50 ccm 5/1-n-Salzsiiure wird die Fliissigkeit unter 
rmindertem Druck zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
rd mit Alkohol ausgekocht, das Filtrat méglichst stark ver- 
nstet. Um eine kleine Beimischung von Chlormilchsiure zu be- 
itigen, wird der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und 
it Ather extrahiert, wobei nur die Chlormilchsiiure in Ather 
ergeht. Wird die wisserige Lésung verdampft, so bleibt ein 
nig gefarbter syrupéser Riickstand. Der Riickstand wird nun 
Apt absolutem Alkohol ausgezogen und mit Ather versetzt, wobei 
Substanz zuerst dlig ausfallt, aber bald zu sandigen Krystallen 
tarrt. Die Ausbeute betrug 20g oder 68,9°/, der Theorie. 
r Analyse wurde die Substanz aus absolutem Alkohol um- 
fystallisiert und im Vakuum getrocknet. 

0,3962 ¢ Substanz gaben 0,3040 g AgCl. 

)5). C;H,O,N-Cl Ber. Cl 19,53°/, Gef. Cl 18,98°/,. 
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Die Verbindung ist ziemlich hygroskopisch. Sie schmilzt jy, 
Capillarrohr bei 105° (unkorr). Sie ist im Wasser und Methy]. 
alkohol leicht léslich, dann steigend schwerer in Athylalkohol. 
Amylalkohol und Aceton. In anderen organischen Solvenzien is: 


sie fast unldéslich. 


Isoseryl-glycin (CH,NH,—CHOH— CO—NH—CH,— COOH). 
20 g f-Chlor-lactyl-glycin JiBt man in der 25 fachen Menge 
wiisserigen Ammoniaks von 30°/, zehn Tage lang bei 30° gelés 
stehen. Dann wird die Lésung unter stark vermindertem Druck 
auf dem Wasserbade eingedampft. Man lést den Riickstand iy 
Wasser und behandelt die Lésung mit frisch gefalltem Silber. 
oxyd, bis sie chlorfrei wird. Das Filtrat wird mit Schwefel. 
wasserstoff gefillt und eingeengt. Nach dem Entfirben mit Tier. 
kohle wird die klare Lésung weiter eingedampft und im Eisschrankf 
stehen gelassen. Dabei bleibt ein wenig gefirbter Sirup, der 
allmihlich eine kleine Menge von farblosen, schénen Krystallenf 
abscheidet. Die Ausbeute an diesem schon fast reinen Produktf 
betrug 1,55 g oder 8,7°/, der Theorie. 


0,1712 g Substanz gaben 0,2303 g CO, und 0,1018 g H,0O. 
0,0850 g Substanz, nach Kjeldah! verbrannt, verbrauchten 10,4 ccm 


n/10-H,SO,. 
C,H,,0,N, Ber. C 37,019, H 6,219, N 17,28°, 
Gef.  ,, 36,69 ,, 6,65 yy 17,13 
Das Dipeptid schmilzt bei 224° (unkorr.) unter Gasentwicklung 
Ks reagiert gegen Lackmus neutral, list sich leicht in Wasser, 
dagegen nicht in Alkohol. Wie erwartet, zeigt es eine Biuret 


reaktion. 


Dem Kultusministerium sprechen wir fiir Beihilfen zu 
Ausfiihrung der vorliegenden Untersuchung unsern ergebenste: 
Dank aus. 
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Beitrag zum Mechanismus der Ureaseaktivierung. 
Von 
Herbert Miinch. 
Mit 2 Figuren im Text, 


Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I.G. Farbenindustrie A.G. Ludwigshafen a. Kh.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Dezember 1929.) 


Theoretischer Teil. 


Trotz der intensiven Bearbeitung, die das Gebiet der spezi- 
tischen Enzymaktivatoren in den letzten Jahren erfabren hat, 
konute in keinem Fall der Mechanismus der Reaktionssteigerung 
klargestellt werden, Wenn auch hiufig die begriindete Annahme 
einer Bindung von Aktivator und Enzym besteht, so wurde noch 
kein Versuch gemacht, diese Reaktion vom Gesichtspunkt der 
Erfahrungen iiber die intermediére Ferment—Substratverbindung 
zu studieren. Die vorliegende Untersuchung wurde in der Ab- 
sicht unternommen, Aufschliisse tiber die Affinitiitsinderung bei 
der Aktivierung eines Enzyms zu erlangen und damit die von 
Michaelis entwickelten Anschauungen!’) iiber die die Ferment- 
reaktion einleitende Bindung zwischen Ferment und Substrat zum 
Studium des Aktivierungsmechanismus heranzuziehen. Hierzu 
eignen sich in erster Linie solche Enzyme, bei denen die Akti- 
vierung lediglich eine Umsatzsteigerung bewirkt und die Spezi- 
fitit unbeeinfluBt laBt. Daher wurde das Beispiel der Urease 
gegeniiber den eiweiBspaltenden Enzymen vorgezogen, weil bei 
der Aktivierung der Harnstoffspaltung das molekular lisliche 
Substrat weit mehr als EiweiBkérper die Gewihr bietet, dab es 
die Voraussetzungen von Michaelis beziiglich der Giiltigkeit des 
Massenwirkungsgesetzes erfilit. 

Bezeichnet man mit [H] die molare Konzentration des Harn- 
stofis, mit ® die in Molen ausgedriickte Konzentration des ge- 
samten Fermentes und mit g die Konzentration des gebundenen 
Fermentes, so liefert das Massenwirkungsgesetz die Beziehung 


') L. Michaelis u. M.L. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zoitschrift f. physiol. Chemie. CLXX XVII. 17 
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K}) = [H}-[D — gq} 7 [Harnstoff] ‘(Urease} 

Q | Urease—Harnstoft | 

A ist die Dissoziationskonstante der Ferment—Substratverbindung. 
Ihre GréBe gibt die molare Konzentration der Zwischenverbindung 
an und ihr reziproker Wert (A,,) bietet ein MaB fir die Aftinitiit 
der Urease zum Harnstoff. Die Erhéhung der Reaktions. 
geschwindigkeit durch Aktivierung kann in verschiedener Weise 
erfolgen. Einerseits kann sich der Aktivator mit der Urease 
Zu einem System vereinigen, das eine héhere Affinitit zum Harn- 
stoff aufweist als das nicht behandelte Kuzym. In diesem Falle 
muB die Dissoziationskonstante der Enzymzwischenverbindung 
eine Erniedrigung erfahren. Die JDissoziationskonstanten der 
intermediir auftretenden Verbindungen des gewoéhnlichen und des 
ak tivierten Enzyms hitten dann verschiedene Werte, ebenso wie 
etwa die Dissoziationskonstanten fiir Essigsiure und Chloressig- 
sure verschieden sind. Der Anderung der Affinitit zum Substrat 
wiirde in diesem Analogiebeispiel die Anderung der Affinitit zur 
Base entsprechen. Andererseits besteht die Méglichkeit, daB der 
A.-Wert keine Erniedrigung erfahrt. Das Zustandekommen der 
Aktivierung laBt dann eine ganze Reihe von Méglichkeiten zu, 
wie Verinderung der Reaktionsfihigkeit des Substrats, verringerte 
Thermolabilitat der Urease—Harnstoffverbindung usw. Weiterhin 
kénnte auch der Aktivator als spezifischer Katalysator fiir die 
VergréBerung der Zerfallsgeschwindigkeit der Zwischenverbindung 
in Frage kommen. Zwischen diesen Méglichkeiten vermag die 
Methode der Affinititsmessung mit und ohne Aktivator keine 
Entscheidung zu treffen. Lediglich die Frage einer Affinitits- 
erhéhung vermag sie klar zu beantworten. 

Uber K -Werte der Urease existieren bisher m. W. in der 
Literatur nur zwei Angaben. Die erste —- eine vorliufige Be- 
stimmung von H. v. Euler?) — gibt A, zu 0,011 an, die andere 
ist von R. Kuhn’), der aus Versuchen von D. D. van Slyke und 
G. E. Cullen iiber Harnstoffspaltung bei verschiedener Substrat- 
konzentration A, zu 0,025 berechnete. 





1) Beziiglich der Bezeichnungsweise ,,K,“ ist zu bemerken, daB dein 
Index s (s = Substrat) vor Spezialbenennungen wie wu, H und dgl. der Vor 
zug zu geben sein diirfte, da K, allgemein fiir die Dissoziationskonstant: 
jeder Enzymzwischenverbindung angewendet werden kann, wie dies be- 
reits von Kuhn, Tab. Biol. II, 43, geschehen ist. 

2) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1749 (1923). 

5) Tabulae Biologicae II, 8S. 86, vgl. auch §, 43. 


— 
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In anvihernder Ubereinstimmung mit dem Eulerschen Wert 
ergaben eigene Messungen fir verschiedene Knzymkonzentrationen 
K, zwischen 0,0070 und 0,0090 schwankend. Wihrend bei 4,-Be- 
stimmungen an Saccharase der wabhrscheinliche Fehler etwa 10 °/, 
betrigt!), diirfte er bei der Urease, teils wegen der gréBeren 
Mebfehler der Titrimetrie gegeniiber der Polarimetrie, teils wegen 
des auBerordentlich kleinen A, héher liegen. Bemerkenswert er- 
scheint die Unabhangigkeit der Dissoziationskonstante von der 
in weitem Bereich variierten Enzymmenge. Wihrend z. B. 
A -Werte von Glucosidasen einen betriachtlichen Gang bei wechseln- 
der Enzymmenge zeigen”), und bei der Saccharase die Unver- 
inderlichkeit der Dissoziationskonstante lediglich gegeniiber der 
im Verhiltnis 1:4 variierten Enzymmenge bekannt ist*), liegt 
bei der Urease eine Konstanz der K,-Werte bei Erhéhung der 
Enzymmenge auf das 60 fache vor (vgl. Ubersichtstabelle). 


Ubersicht tiber die gemessenen K,-Werte. 

















Enzymkonzentration . : 

Nr. (g Fuck Bean Main) aneaaes A, 
i 0,0300 - 0,0070 
2 0,0125 _ 0,0085 
3 0,0005 sie 0,0090 
4 0,0005 Blausiure 0,0070 
5 0,0005 Glykokoll 0,0075 
6 0,0005 Blausiiure 0,0080 
7 0,0125 Glykokoll 0,0085 


Die Aktivierungsversuche bestitigten die Ergebnisse von 
M. Jacoby*) u.a, daB nur Ansitze mit geringer Enzymmenge 
und langen Versuchszeiten eine Erhéhung der Reaktionsgeschwin- 
digkeit bei Zusatz von Blausiiure oder Glykokoll erkennen lassen, 
eine Tatsache, die weder beim Papain noch beim Trypsin ihre 
Parallele findet und auf Verschiedenheiten im Aktivierungs- 
mechanismus hinweist. Die Affinitiitsmessung in Anwesenheit 
von Blausiure zeigte trotz Steigerung der Reaktionsgeschwindig- 
keit auf mehr als das Doppelte (vgl. Figg. 1 und 2) keine Er- 


') R. Willstitter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1923). 

*) R. Willstaitter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 38 (1923), 

*)C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 
Bd. 1, 8. 187 (1925). 

*) Ubersichtsreferat in Zs. f. Fermentforsch. Bd. 10, 8. 1 (1928/29). 
17* 
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niedrigung der Dissoziationskonstante, also keine Steigerung der 
Affinitat (Tab. 4). Das Ergebnis war durchaus reproduzierbar, 
wie aus Tab. 6 hervorgeht. Wurde Glykokoll als Aktivator an- 
gewandt, so ergab sich der gleiche Befund (Tab. 5). Auch ein 


Harnstoff-Spaltung bei verschiedener Substratkonzentration 
mit und ohne Aktivator. 
8 en — — 

















— ae ee ee ee ee eee — en | afk A. i 
os oy ry er a a a a a ee 
Stunden ———_»> 
Fig. 1. Ohne Zusatz. 
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Fig. 2. Mit 12mg HCN. 


Versuch bei héherer Enzymkonzentration, bei der Glykokoll nicht 
mehr aktivierend wirkte, zeigte A, véllig unbeeinfluBt durch den 
_ Zusatz (Tab. 7). Auf die Bestimmung von _,,Aktivierungskoeff- 
zienten“ (analog den ,,Hemmungskoeffizienten“), die die prozen- 
tuale Aktivierung fir jede Substratkonzentration angeben wiirden, 
wurde verzichtet, da sie zufalligen MeBfehlern zu stark unter- 


worfen ist.?) 





') R. Kuhn u. H. Miinch, Diese Zs. Bd. 163, S. 1 (1927). 
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Damit ist erwiesen, daB sich bei der Ureaseaktivierung keine 
Enzym—Aktivatorverbindung bildet, die eine héhere Affinitat zum 
Harnstoff besitzt als die nicht aktivierte Urease. Es fragt sich, 
wie sich dieses Ergebnis in den Rahmen friherer Arbeiten, 
namentlich von M. Jacoby iiber die Aktivierung einordnen 1liBt. 
Der genannte Autor gebraucht fiir die Ureaseaktivierung folgen- 
des Schema’): 

.Entweder ist also 
1) EXCy wirksamer als LX, 


wobei # der Enzymkomplex, \ die cyankaliumbindende Gruppe 
ist, oder #X ist unwirksam und # wird wirksam durch die Um- 
setzung 

(2) EX+Cy=E+XCy, 

so daB also durch Entfernung von X das Enzym / aktiv wird.“ 

Versteht man unter Steigerung der Wirksamkeit eine Er- 
hohung der Affinitét, so ist nunmebr der Fall (1) mit Sicherheit 
auszuschlieBen, auch dann, wenn man im Mehl der Jack-Bohne 
ein Gemisch von gewohnlicher und aktivierter Urease annimmt. 
Im Falle (2) braucht eine Anderung der Affinitiit nicht ein- 
zutreten, Die Wirkung des Aktivators wire in diesem Falle die 
Entfernung eines Hemmungskérpers. Beim Invertin konnten 
R. Willstatter und R. Kuhn die Unabhiangigkeit des K,-Wertes 
von Begleitstoffen sicherstellen.?) 

Nach wie vor bleibt eine Reihe von Méglichkeiten fiir das 
Zustandekommen der Aktivierung. Mit der’ von Jacoby dis- 
kutierten Annahme einer Entfernung von vergiftenden Schwer- 
metallsalzen*) ]iBt sich das Ergebnis dieser Untersuchung in 
Kinklang bringen. Kine Schutzwirkung des Aktivators gegen 
Wirme ist wenig wahrscheinlich. Um diese Frage zu kliren, 
wurde gepriift, ob die GréBe der Aktivierung von der Temperatur 
abhiingt. Es zeigte sich, daB dies nicht der Fall ist. Bei Ver- 
suchen mit 0,0005 g Jack-Bean-Mehl konnte bei 24 stiindiger 
Versuchsdauer durch 12 mg Blausiure eine Reaktionssteigerung 
um iiber 100°/, erreicht werden und dieser Betrag blieb gleich 
im Bereich von 30—50°. 

Zu einer Entscheidung, ob es zwei Typen der Aktivierung 
gibt, analog den zwei Typen der Hemmung, von denen die eine 





') Biochem. Zs. Bd. 181, S. 194 (1927) und zwar S. 200. 
*) Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1923). 
*) Biochem. Zs. Bd. 104, 8. 316 (1920). 
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durch Erniedrigung der Affinitait, die andere durch Anderung der 
Natur des Lisungsmittels zustande kommt, ist das experimentelle 
Material nicht ausreichend, denn schlieBlich ist jede Diskussion 
iiber zwei Aktivierungstypen verfriiht, solange nur die eine experi- 
mentell belegt ist. 


Experimenteller Teil. 


Knzymmaterial: Das zur Anwendung gelangte Mehl der 
Jack-Bohne!) wurde 1 Stunde lang bei 40° mit einer 0,025-m. 
Phosphatlésung p,, = 7,60 extrahiert und der Extrakt nach 
Filtration ohne weitere Reinigung verwendet. 

Affinititsmessungen. Die Verfolgung der Ureasewirkung 
geschah durch Bestimmung des abgespaltenen Ammoniaks nach 
der von Lévgren verbesserten Folinschen Methode.*) Das 
Reaktionsvolumen betrug in allen Fiillen 50 ccm, die Temperatur 
50° (+0,1°). Das p,, wurde durch Phosphatpuffer auf 7,60 ein- 
gestellt. Die Pufferkonzentration im Reaktionsgemisch war 0),25-m. 
Die Unterbrechung der Reaktion erfolgte mit gesiittigter Kalium- 
carbonatlésung. Die angegebenen Zeiten beziehen sich auf halbe 
Auslaufszeiten des mit Pottaschelésung gefiillten Scheidetrichters. 
Bei allen Versuchen wurde 2 Stunden bei 60° unter Anwendung 
eines miiBigen Luftstromes destilliert. Der hierbei auftretenden 
Zersetzung des ureatisch nicht abgebauten Harnstoffs wurde durch 
Korrekturen an dem gefundenen Verbrauch von n/10-Schwefel- 
siiure Rechnung getragen. Diese waren in wiederholten Messungen, 
teils ohne Enzym, teils durch sofortiges Unterbrechen der Reaktion 
bei Kxtraktzugabe bestimmt worden. 


Korrekturtabelle. 





konsentration ¢{ 00800 m | 0,0883 m | 0,0167 m | 0,0083 m | 0,003 m 

0 10- 

- > 0,30 0,20 0,10 0,05 sas 
hadi. | 


Die Auswertung der MeBergebnisse geschah nach den An- 
gaben von Michaelis und Menten.*) Um die Bestimmung der 


1) Arleo Jack Bean Meal der Arlington Chemical Co., Yonkers, N.Y. 
(U.S.A.). 

*) Biochem, Zs. Bd. 119, S. 231 (1921). 

‘) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
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maximalen Reaktionsgeschwindigkeit aus der Wendetangente zu 
umgehen, wobei eine gewisse Willkiir kaum zu vermeiden ist, 
wurde in einer besonderen Versuchsreihe gepriift, ob unter sonst 
gleichen Versuchsbedingungen die Reaktionsgeschwindigkeit durch 
Erhéhung der Substratkonzentration iiber 0,0500-m. noch ge- 
steigert werden kann. Ein solcher Effekt konnte selbst bei An- 
wendung von 1,5-molarer Harnstofflésung nicht beobachtet werden, 
vielmehr trat bei so hohen Konzentrationen eine Verringerung 
der Reaktionsgeschwindigkeit ein. 

Das fiir die Aktivierungsversuche angewandte Glykokoll war 
ein doppelt umkrystallisiertes Praiparat von Schering-Kahl- 
baum. 


Herrn Direktor Dr. A. Mittasch danke ich vielmals fiir 
sein groBes Interesse und fiir die wohlwollende Férderung der 
vorliegenden Arbeit. 


Tabelle 1. 
Affinitit ohne Aktivator. 
0,0300 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch. 








K, = 0,0070. 
Molare Zeit cem n/10- | Relative Anfangsgeschw. 
Harnstoff- Mj HSO, | ee _ 4 
konzentration oe) (korr.) gef. | ber. 


| 


0,05000 4,3 4,60 415 | 40,0 +1,5 
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248 Herbert 
Tabelle 2. 
Affinitit ohne Aktivator. 
0,0125 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch. 
K, = 0.0085. 
Molare Zei eem n/10- | Relative Anfangsgeschw. } 
eit : 
Harnstoff- Mi H,SO, (6,7 Min.) 4 
konzentration aanaae (korr.) gef. | ber. 
0,0500 12 7,90 410 | 40,7 +0,3 | 
20 11,30 | 
35 18,20 | 
50 25,00 
0,0333 12 7,00 38,0 38,0 +0 
20 10,30 
35 15,30 
50 22,60 
0,0167 12 6,15 31,5 | 81,6 «aif 
20 8,50 | 
50 14,20 | 
{ 
0,0083 12 8,65 22,0 | 23,6 —1,6 
20 5,35 | 
35 7,15 | 
50 8,05 
0,0084 12 2,20 125 | 18,5 —1,0 
20 2,65 | 
35 2,90 | 
50 3,20 
Tabelle 3. 
Affinitét ohne Aktivator. 
0,0005 g Jack-Bean-Meh] pro Versuch. 
K, = 0,0090. 
Molare Tos ecm n/10- | Relative Anfangsgeschw. 
Zeit 
Harnstoft- sia H,SO, (4 Stdn.) A 
konzentration (Stdn.) (korr.) gef. koe. 
0,0500 5,5 2,87 20,5 18,9 +1,6 
15 4,68 | 
25 6,05 
27 6,00 | 
| 
0,0333 5,5 2,67 17,5 | 14,5 +0 
15 3,85 | 
25 4,35 | 
27 4,20 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 











Molare 
Harnstoff- 


| eosin 


0,0167 





0,0083 


0,0034 


konzentration 





5,5 
15 
25 
27 


5,5 
15 
25 
27 


5,5 
15 
25 
27 








eem n/10- 
H,SO, 


1,60 
2,55 
3,24 
3,00 


1,25 
2,05 
2,20 
2,35 


0,78 
1,07 
1,25 
1,35 


(korr.) 





Relative Anfangsgeschw. 


(4 Stdn.) 
gef. | ber. 
13,0 14,5 
9,5 | 10,7 
60 | 6,0 





A 


me 


-1,2 


+0 


Die nach 5,5 und 15 Stdn. erhaltenen Werte sind Mitte] aus 2 Messungen. 


Tabelle 4. 

Affinitiit bei Anwesenheit von 12 mg Blausiure. 
0,0005 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch. 

K, = 0,0070. 











Molare 


Harnstoff- 
konzentration 


0,0500 
0,0333 
0,0167 


0,0083 


0,0034 








- 


15 


eem n/10- 
H,S0, 
(korr.) 


Relative Anfangsgeschw. 


(4 Stdn.) 











6,80 
16,10 
23,00 


6,20 
13,90 
19,30 


5,30 
11,70 
14,00 


4,15 
7,60 
3,00 


2,10 
3,25 
3,65 





46,0 


43,5 | 43.5 


ber. 





tO 
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Tabelle 5. 
Affinitét bei Anwesenheit von 250 mg Glykokoll. 
0,0005 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch. 


K, = 0,0075. 
































Molare ; ecm n/10- | Relative Anfangsgeschw. ; 

Zeit 4 Std 
Harnstoff- Std H,SO, (4 Stdn.) A 
konzentration | (*42-) (korr.) gef. | ber. . 
- ies - Sanaa } 

0,0500 5,5 7,20 48,5 45,6 42.9 
15 14,60 
25 19,55 

0,0333 5,D 6,00 425 | 425 +0) 
15 12,70 
25 18,70 

0,0167 5,D 5,40 36,0 | 36,0 0 
15 10,70 
25 13,40 

0,0083 5,5 3,40 26,0 27,4 —14 
15 7,85 | 

0,0034 5,5 2,40 17,5 | 16,0 +15 
15 2,90 
25 3,45 

Tabelle 6. 
Affinitiit bei Anwesenheit von 12 mg Blausaure. 
0,0005 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch, 
K, = 0,0080. 

Molare : eem n/10- | Relative Anfangsgeschw. 

Zeit ’ 4 S d 
Harnstoff- gia H,SO, | (4 — A 
konzentration (Stdn.) (korr.) gef. ber. 

0,0500 5,5 6,90 47,0 | 46,0 +1,0 
15 17,80 
24 24,20 

0,0333 5,5 6,10 48,0 43,0 0) 
15 16,20 
24 19,65 

0,0167 5,5 5,50 37,5 | 86,0 1,5 
15 12,50 | 
24 13,80 | 

0,0083 5,5 3,85 27,0 27,2 — 0,2 
15 9,10 

0,0034 5,5 1,95 15,0 15,7 — 0,7 
15 4,10 
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Tabelle 7. 
Affinitit bei Anwesenheit von 250 mg Glykokoll. 
0,0125 g Jack-Bean-Mehl pro Versuch. 
K, = 0,0085. 











Molare Zeit ecm n/10- | Relative Anfangsgeschw 
Harnstoff- H,SO, (11 Min.) A 
;' (Min.) a, 
) konzentration (korr.) gef. ber. 
0,0500 10 5,00 52,5 51,7 4.0,8 
20 8,50 | 
35 15,90 
50 21,30 
0,0333 10 4,85 48,0 48,0 +0 
20 8,25 
35 12,55 
50 18,80 
{ 0,0167 10 4,20 39,0 39,8 - 0,8 
35 9,00 
50 12,15 
y 
0,0083 10 2,70 27,5 | 29,8 i 
20 3,95 
35 6,55 
50 7,45 
0,0034 10 1,55 16,0 | 17,0 11,0 
20 2,30 | 
35 2,60 
3.35 | 
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Studien zum Mechanismus der Ureasewirkung. 


Von 


Otto Ambros und Herbert Miinch. 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie-A.G. Ludwigshafen a. lth 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1929.) 


Theoretischer Teil. 


Die Bestimmung der reaktionsvermittelnden Stelle bei Enzym- 
reaktioven ist in letzter Zeit bei einigen proteolytischen Enzymen 
in iiberzeugender Weise durchgefiihrt worden.') Die angewandte 
Methode bestand darin, das Substrat durch Einfiihrung von Sub- 
stituenten schrittweise zu verindern, und dann auf die Angreif- 
barkeit durch das Enzym zu priifen. Dabei ergab sich die fiir 
das Zustandekommen der Reaktion verantwortliche Gruppe. 

Es erscheint naheliegend und einfach, auf diesem Wege auch 
den Reaktionsmechanismus der Ureasewirkung zu_ erforschen. 
Jedoch versagt hier diese Methode, da bereits die einfachste Ver- 
anderung am Harnstoffmolekiil, wie z. B. die Methylierung, die 
ureatische Wirkung unterbindet. 

Es wurde daher in der vorliegenden Arbeit versucht, auf 
eine andere Weise iiber die reaktionsvermittelnde Gruppe Aut- 
schliisse zu erlangen. 

Dieser Methode liegt der Gedanke zugrunde, daB die Disso- 
ziationskonstante der intermediiren Urease—Harnstoftverbindung 





') E. Waldschmidt-Leitz, W. Klein u. A. Schiffner, B. 6), 
2092 (1928); vgl. auch W. Grassmann, Neue Methoden und Ergebnisse 
der Enzymforschung, Miinchen 1928. 
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durch bestimmte Hemmungskérper eine Erhéhung erfahren kann. 
Ks ist dieser Effekt dahin zu deuten, daB der zugesetzte Stoff 
mit dem Substrat um das Enzym konkurriert und daher mit dem 
Enzym mindestens eine gemeinsame Gruppe aufweisen muB.') 
Bleibt die Dissoziationskonstante unverindert, so ist die Hemmung 
der Reaktionsgeschwindigkeit durch Anderung des Reaktions- 
milieus zustande gekommen und hat somit die Affinitiit des 
Enzyms zum Substrat nicht beeinfluBt. 


Entsprechend den verschiedenen Konstitutionsméglichkeiten 
des Harnstoffs wurden daher bei wechselnder Substratkonzen- 
tration die Harnstoffspaltung durch Urease in Anwesenheit von 
Verbindungen gepriift, die teils dem Harnstoff verwandt sind, 
wie z. B. Thioharnstoff, teils die fiir das Zustandekommen der 
Spaltung vermutlich verantwortliche Gruppe gehiuft enthalten. 
Solche Versuche gestatten weitergehende Aussagen zu machen 
als die einfache Priifung auf Spaltbarkeit. So ist z. B. aus der 
Unveriinderlichkeit der Dissoziationskonstante bei Anwesenheit 
von Methylharnstoff zu schlieBen, daB durch die Methylierung 
die Affinitat des Knzyms zum Substrat vollkommen aufgehoben 
wurde, 

Fir den Harnstoff wurden auBer der Amidformel folgende 
Formeln vorgeschlagen ’*): 


I CGNH nn uN—c | 
eer —o 


Das Enzym kann mithin zu folgenden Gruppen Affinitat auf- 
weisen: —NH,, —-NH, —CO, —OH, >NH, oder —O—. AuBer- 
dem besteht die Méglichkeit, daB die Urease zwei oder drei dieser 
Gruppen zugleich angreift. Nach dem Befund, da die Methy- 
lierung des Harnstoffs am Stickstoff geniigt, um jede Affinitat 
zwischen Enzym und Substrat aufzuheben, liegt der Gedanke 
nahe, daB eine Aminogruppe fiir das Zustandekommen der Urease- 
reaktion ausschlaggebend ist. Es wurde daher der im Mittel 
mehrerer Messungen zu 0,U082 bestimmte Wert*) der Urease—Harn- 





') C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. 1, 
8.192 (1925.) 
*) E. A. Werner, The chemistry of urea, London 1923. 
*) Vgl. voranstehende Mitteilung. 
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stoff- Dissoziationskonstante in Anwesenheit von Thioharnstoff ge- 
messen. Die Abweichung von dem ohne Zusatz gemessenen Wert 
war innerhalb der Fehlergrenze; A, betrug 0,0090. Kine Amino. 
gruppe kann daher nicht allein ausschlaggebend fiir das Zustande. 
kommen der Reaktion sein. Weiterhin ist damit auch gezeigt, 
dab bei Zugrundelegung der Amidformel die Urease nicht an 
beiden Aminogruppen zugleich angreift. Auer Methylharnstofi 
wurden noch sym. und asym. Dimethylharnstoff gepriift. Beide 
waren ebenfalls ohne Wirkung auf die Dissoziationskoustante. 

Diese Argumente verlieren an Beweiskraft, wenn man dem 
Harnstoff eine andere als die Amidformel zugrunde legt. Ks 
wurden deshalb Guanidincarbonat und Succinimid daraufhin unter- 
sucht, ob sie den normalen A,-Wert zu beeimflussen imstande 
seien. ‘l'rotzdem Guanidincarbonat die Reaktionsgeschwindigkeit 
stark herabsetzt, wurde wieder X, unverindert zu 0,0U90 ge- 
funden. Die Hemmung beruht also nicht auf Affinitat des 
Hemmungskorpers zum Enzym. Succinimid ist vollig indifferent. 
Damit ist auch die Iminogruppe als allein verantwortlicher Aff- 
nitiitstriger ausgeschlossen. 

Zur Entscheidung iiber die Méglichkeit eines Angriffs an der 
=-CO-Gruppe und an der Carbonyl- und Aminogruppe zugleich 
wurden Acetophenon und Acetamid herangezogen. In keinem 
Falle konnte eine Erhéhung der Dissoziationskonstante beob- 
achtet werden, ein Ergebnis, das bei der dhnlichen Konstitution 
von Acetamid und Harnstoff bemerkenswert erscheint. Auch die 
Indifferenz von Methyl- und Dimethylharnstoff sprechen gegen 
eine solche Wirkung der -——CO-Gruppe. 

Weitere Versuche betrafen die Frage, ob vielleicht eine 
—OH-Gruppe fir die Affinitit der Urease zum Harnstoff ver- 
antwortlich zu machen sei. Glycerinzusatz hatte keine Wirkung. 
Den gleichen Befund hatten Messungen in Anwesenheit von 
Athylenglykol und Mannit. 

Als letzte Méglichkeit blieb noch im Hinblick auf die 
Formel II die Sauerstoffbriicke und ein 5 wertiges N-Atom aut 
ihre Wirkung zu untersuchen. Es wurde Betainhydrochlorid ge- 
wihlt. Ks war ohne Wirkung auf die Harnstoffspaltung. Eine 
Wirkung eines 5wertigen N-Atoms hitte sich auBerdem beim 
Guanidincarbonat bemerkbar machen miissen. Sauerstoffmethy- 
lierte Harnstoffderivate in den Rahmen dieser Untersuchung ein- 
zubeziehen war infolge der starken Basizitét und CO,-Kmpfind- 
lichkeit dieser Korper leider nicht méglich. 
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Ubersicht iiber die gemessenen 4K,-Werte. 





—_—— 











Tabelle Vermutlich 
: Zusatz reaktionsvermittelnde K, 
Nr. Gruppe 
1 Thioharnstoff —NH, 0,0090 
2 Methylharnstoff —NH, =CO 0,0085 
3 sym. Dimethylharnstoff ==CO 0,0070 
4 asym. Dimethylharnstoff =CO —NH, 0,0075 
5 Gu:nidincarbonat =NH >NH, —NH, 0,0090 
6 Succinimid =NH =CO 0,0080 
7 Acetophenon ==CO 0,0075 
8 Acetamid =CO —NH, 0),0085 
9 Glycerin —OH 0,0100 
10 Mannit — OH 0,0075 
11 Athylenglykol —OH 0,0080 
12 Betainhydrochlorid —O— NV 0,0080 


Soweit es die wenigen Beispiele gestatten, ist aus der Un- 
beeinfluBbarkeit durch die angefiihrten Zusitze der SchluB zu 
ziehen, daB entweder die Urease an 3 Stellen zugleich den Harn- 
stoff angreift oder daB jede noch so geringfiigige Anderung des 
Harnstoffmolekiils die Valenzbeanspruchung der intakten reaktions- 
vermittelnden Gruppe so stark indert, daB dadurch die Affinitat 
zwischen Enzym und Substrat aufgehoben wird. 


Experimenteller Teil. 


Die Ausfihrung der Versuche erfolgte im wesentlichen wie 
in der voranstehenden Arbeit. Auf die Heranziehung anderer 
Kriterien als die Konstanz der A,-Werte zur Beurteilung, ob der 
Hemmungskérper Affinitit zum Enzym zeigt oder nicht, wurde 
aus den von R. Kuhn und H. Minch!) angefiihrten Griinden 
verzichtet. 


Wir méchten auch an dieser Stelle Herrn Direktor Dr. 
A. Mittasch fiir sein forderndes Interesse und die weitgehende 
Unterstiitzung, die er dieser Arbeit angedeihen lieB, unseren 
besten Dank aussprechen. 


*) Diese Zs. Bd. 163, 1 (1927) und zwar S. 7. 
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Tabelle 1. 
Affinitiét bei Zusatz von Thioharnstoff. -Konzentration: 0,066 m. 
K, = 0,0090. 
Molare ' Relative Anfangsgeschw. 
Zeit ecem n/10- — 
Harostoff- ; : (6,6 Min.) A 
konzentration (Min.) H,S0, gef. —— "ae 
0,0500 10 6,20 41,0 40,4 +0,6 
20 12,10 
35 19,00 
50 24,50 
0,0333 10 6,15 37,5 | 81,5 +0 
20 10,80 
35 16,60 | 
50 21,70 | 
- | 
0,0166 10 5,50 32.0 | 81,0 +10 
20 9,00 | 
35 11,40 
50 12,70 | 
0,0083 10 3,45 33,0 | 228 +0,2 - 
20 5,85 | 
35 7,20 | 
50 7,80 | | 
Ki 
0,0083 10 1,90 13,0 13,0 +0 
20 2,70 
35 3,20 | 
50 3,40 | 








Tabelle 2. 


Affinitét bei Zusatz von Methylharnstoff. Konzentration: 0,08 m. 
K, = 0,0085. 














Molare ‘ 
Zeit 
Harnstoff- Mi 
konzentration (Min.) 
0,0500 10 
20 
0,0333 10 
20 
0,0166 10 
20 
35 
50 








ecm n/10- 
H,SO, 


3,98 
7,63 


3,12 
6,72 


2,59 
4,59 
5,74 
6,74 


Relative Anfangsgeschw. 
(8,3 Min.) 








i 
32,0 | 30,2 
28,0 | 28,0 
22,0 23,4 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 
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Molare 











Relative Anfangsgeschw. 



































Zeit ecm n/10- 
Harnstoff- 1: ‘“ 80 (8,3 Min.) A 
konzentration (Min.) iii gef. ber. 
| 
0,0083 10 2,07 17,5 17,5 +0 
20 2,67 
35 4,92 
50 5,72 
0,0038 10 1,29 11,0 10,0 +1,0 
20 1,90 
35 2,45 
50 2,75 
Tabelle 3. 
Aftinitét bei Zusatz von sym. Dimetbylharnstoff. Konzentration: 0,1 m. 
K, = 0.0070. 
Molare Zeit cem n/10- Relative ee 
Harnstoff- Mi 1.80 — (6,6 an.) = A 
konzentration ( in.) a* 4 gef. ber 
0,0300 10 4,07 27,0 26,5 +0,5 
20 7,97 
35 12,62 
50 13,87 | 
0,0333 10 3,88 25,0 | 25,0 +0 
20 7,40 | 
35 11,15 | 
50 12,25 | 
| 
0.0166 10 3,59 22,5 21,4 + 1,1 
20 5,64 
35 6,69 
50 7,44 
01,0083 10 2,75 17,0 | 16,5 +0,5 
20 4,15 
35 4,55 
50 4,95 
0.6033 10 1,17 9,0 9,8 —0,8 
20 1,57 
85 1,97 
50 2,37 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII. 18 








258 Otto Ambros und Herbert Minch, 


Tabelle 4. 


Affinitit bei Zusatz von asym. Dimethylharnstoff. Konzentration: 0,1 m, -_ 
K, = 0,0075. 









































ge he aa i . k 
Molare ; Relative Anfangsgeschw 
Zeit ecm n/10- : ’ 
Harnstoff- -" “ “4 (6,6 Min.) A 
konzentration | (2) iii gef. ber. 
0,0500 10 8,15 24,0 23,5 +05 
20 7,45 
35 11,75 
50 17,85 
0,0333 10 2,95 22,0 22,0 +0 
20 7,35 
35 10,85 
50 14,35 
0,0166 10 2.87 19,0 18,6 +0,4 
85 8,07 
50 9,67 
0,0083 10 2,20 14,5 14,2 +0,3 
20 4,08 
85 4,85 
50 5,70 
0,0033 10 1,28 9,0 8,3 40,7 : 
20 2,18 KO 
35 2,93 
50 8,43 
Tabelle 5. 
Affinitiit bei Zusatz yon Guanidincarbonat. Konzentration: 0,028 m. 
k, = 0.0090. 
Molare 7: Relative Anfangsgeschw. 
Zeit eem n/10- N88 
Harnstoff- Mi ; (8,3 Min.) A 
konzentration | (™%-) H,S0, gef. ber 
0,0500 10 2,29 18,0 17,2 +-0,8 
20 3.46 
35 6,16 
50 7,56 
0,0333 10 2,05 16,0 16,0 +0 
20 3,28 
35 4,80 
50 6,00 
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Tabelle 5 (Fortsetzung). 














Molare Zeit | cem n/10- Relative Anfangsgeschw. 
Harnstoff- ” 4 (8,3 Min.) J 
konzentration | “!™-) _ gef. | ber. 
0,0166 10 2,01 14,0 13,2 +-0,8 
20 2,88 
85 3,68 
50 4,08 
0,0083 10 1,02 9,5 9,8 ~ 0,3 
20 1,38 
¢ 35 2,13 
50 2,83 
0,0038 10 0,83 6,0 5,5 +0,5 
20 1,00 
85 1,50 
50 1,60 














Tabelle 6. 


Affinitit bei Zusatz von Succinimid. Konzentration: 0,05 m. 
K, = 0,0080. 











Molare Zeit cem n/10- Relative Anfangsgeschw. 
Harnstoff- ” — (6,6 Min.) , 
konzentration | “ es — gef. | ber. 

0,0500 10 5,30 34,0 34,0 +0 
20 8,80 
35 14,60 
50 21,45 

0,0333 10 5,00 31,0 31,5 —0,5 
20 8.20 
35 13,50 
30 15,50 

0,0166 10 4,10 26,0 26,4 —0,4 
20) 5,50 
35 7,50 
50 8,95 

0,0083 10 2,75 20,0 20,0 +0 
20 4,2 
35 5,75 
50 6,30 

0,0033 
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Tabelle 7. 
Affinitat bei Zusatz von Acetophenon. Konzentration: 0,05 m. 


K, = 0,0075. 

















Molare — Relative Anfangsgeschw. 
Zeit ecm n/10- 
Harnstoff- / (6,6 Min.) 4 
konzentration | (Min) ane gef. ber. 
0,0500 10 3,55 235 | 215 +2,0 
20 6,65 | 
35 11,75 | 
50 17,15 | 
| 
0,0333 10 3,20 20.0 | 20,0 +0 
20 5,45 
35 9,20 | 
50 13,30 | 
0,0166 10 3,20 17,0 | 16,9 +01 
20 5,00 | 
$5 6,85 | 
50 9,05 | 
0,0083 10 1,78 12,5 | 12,9 —0,4 
20 3,08 | 
35 3,98 | 
50 5,03 | 
0,0033 10 1,30 85 | 1,5 +1,0 
20 1,80 | 
35 2,10 | 
50 2,55 | 














Tabelle 8. 
Affinitit bei Zusatz von Acetamid. Konzentration: 0,05 m. 


K, = 0,0085. 

















Molare : Relative Anfangsgeschw. 

Zeit eem n/10- D888 
Harnstoff- -" ” hed (8,3 Min.) A 
konzentration | (!”-) ite gef, | ber. 

0,0500 10 4,30 38,0 36,0 + 2,0 
20 9,25 
50 21,90 

0,0333 10 3,90 33,5 33,5 £0 
20 8,50 
85 12,70 
50 15,85 
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Tabelle 8 (Fortsetzung). 











Molare Zeit cem n/10- Relative Anfangsgeschw. 
Harnstoff- (8,3 Min.) 4 
; , (Min.) H,SO, 
konzentration gef. ber. 
,0,0166 10 3,45 26,0 27,8 — 1,8 
20 5,50 
35 8,65 
50 10,00 
0,0083 10 2,51 19,0 20,8 —1,8 
20 4,06 
35 6,36 
50 6,66 | 
0,0033 10 1,42 12,5 12,0 +0,5 
20 2,37 
35 2,97 
50 3,47 


Affinitét bei Zusatz von Glycerin. 











Tabelle 9. 


K, = 0.0100. 








Konzentration: 0,1 m. 











Molare Zeit cem n/10- Relative ——e 
Harnstoff- Mi 1.50 (8,3 Min.) A 
konzentration | (™i2-) oe gef. ber. 

0,0500 10 4,10 34,0 32,8 +1,3 
20 6,90 
35 11,95 | 
50 16,00 | 

0,03338 10 3,93 30,0 | 80,0 +0 
20 5,83 | 
35 9,53 | 
50 11,38 | 

0,0166 10 3,43 220 | 24,5 —2.5 
20 4,13 | 
35 5,43 | 
50 7,53 | 

0,0083 10 1,77 15,5 17,8 ~ 2,3 
20 2,75 
35 4,57 
50 5,67 | 

0,0033 10 1,27 10,0 | 9,8 +0,2 
20 1,87 | 
85 2,27 | 
2,67 









































Affinitit bei 














Tabelle 11. 


K, = 0,0080. 
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Tabelle 10. 
Affinitit bei Zusatz von Mannit. Konzentration: 0,11 m. 
K, = 0,0075. 
Molare Zeit | cem n/10- Relative —e 
Harnstoff- Mi H.S0 (8,3 in.) | A 
konzentration (Min.) iis gef. | ber. 
————— l = 
0,0500 10 4,42 87,0 | 87,4 —0,4 
20 8,82 | 
35 13,12 | 
50 17,22 
0,0338 10 4,23 35,5 | 85,0 +0 
20 7,58 
35 12,58 | 
50 14,63 | 
0,0166 10 8,67 290 | 29,8 —0,8 
20 5,72 | 
35 7,32 | 
50 8,67 | 
0,0083 10 2,47 210 | 225 —1,5 
20 3,37 | 
35 4,02 | 
50 5,87 | 
0,0033 10 1,38 12,5 | 13,2 —0,7 
20 1,68 | 
35 2,48 | 
50 3,00 | 


Zusatz von Athylenglykol. Konzentration: 0,1 m. 








Molare 
Harnstoff- 


konzentration 


0,0500 


0,0333 


0,0166 








ecm n/10- 


H,SO, 


4,68 
9,88 


4,35 
7,90 
11,15 


“4 
yA 


WwW 


e 


“10th 


6 


io) 





Relative Anfangsgeschw. 
(8,3 Min.) 


gef. 
40,0 


86,5 


31,0 


= 


39,1 


36,5 


30,6 


ber. 





+-0,9 


+0 


40,4 
‘ ie 








Tabelle 11 (Fortsetzung). 
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Molare 
Harnstoff- 
konzentration 


0,0083 


0,0033 





Zeit 
(Min.) 


10 
20 
35 


10 
20 
35 
50 





ecm n/10- 


2,37 
3,27 
4,27 


1,72 
2,57 
3,00 
3,37 





Relative Anfangsgeschw. 


(8,3 Min.) 
gef. | ber 
21,0 23,1 
14,0 13,4 


Tabelle 12. 
Affinitit bei Zusatz von Betainhydrochlorid. Konzentration: 0,052 m. 


























K, = 0.0080. 
Molare Zeit ie tie Relative Anfangsgeschw. 
Harnstoff- Mi 1.50 (6,6 Min.) ae A 
konzentration | ‘!-) 2, a (|S 
0,0500 10 4,80 31,0 80,5 +0,5 
20 9,20 
35 16,30 | 
50 21,85 
0,0333 10 4,70 28,5 28,5 +0 
20 8,55 
35 13,00 | 
50 18,30 | 
0,0166 10 3,15 250 | 24,0 41,0 
20 5,55 | 
50 9,40 | 
0,0083 10 2,45 16,5 | 18,0 uh 
20 4,05 | 
35 5,50 | 
50 6,70 | 
0,0033 10 1,70 120 | 10,5 +1,5 
20 2,20 | 
35 2,65 | 
8,05 | 
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Uber Peptide dehydrierter Aminosduren, ihr Verhalten gegen 
pankreatische Fermente und ihre Verwendung 
zur Peptidsynthese.’) 


Von 


Max Bergmann, Valentin Schmitt und Arthur Miekeley. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung in Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1930.) 


Im Anschlu8 an die physiologische Dehydrierung der Amino- 
siuren entsteht die Frage, ob im Stoffwechsel auch eine Dehydrie- 
rung von Peptiden vorkommt. Es scheinen uns biologische Umbau- 
und Abbaureaktionen von Peptiden méglich, die nicht die vollige 
Hydrolyse bis zu den einfachen Aminosiiuren voraussetzen. Um die 
experimentelle Behandlung dieses Problems anzuregen, haben wir 
die Synthese ungesittigter Peptide durchgefihrrt. 

Wir beschreiben in dieser Mitteilung Peptide, welche de- 
hydriertes Phenylalanin als Komponente enthalten. Fiir ihren 


Aufbau gingen wir vom Phenylserin aus, das im weiteren Verlauf 


der Synthese durch Wasserabspaltung in Dehydrophenylalanin 
iibergefiihrt wurde. 

Chloracetyl-phenylserin I wurde durch Erwarmen mit Essig- 
siureanhydrid unter zweifacher Wasserabspaltung ins Azlacton I! 
des Chloracetyl-dehydrophenylalanins III verwandelt. Durch Wasser- 
anlagerung an das Azlacton lieB sich die ungesattigte Verbindung II] 
unschwer gewinnen. Mit Ammoniak lieferte sie das ungesiittigte 
Peptid Glycyl-dehydrophenylalanin [V. 


C,H,-CHOH. cH COOH C,H,-CH=C-———-CO 

| | 
I NH-CO-CH,Cl II NO 

a 

S-CH,C! 

C.H1,-CH=0-COOH C,H,-CH=C-COOH 

| ; 
WN NH-CO-CH,C! IV NH-CO-CH,-NH, 


1) 30. Mitteilung iiber peptidibnliche Stoffe. 

Anmerkung der Redaktion. 31. Mitt. dieser Band S. 187; 32. Mitt. 
S. 196; 88. Mitt. S. 183; die FuBnote auf S. 185 bezieht sich daher auf die 
S. 196 beginnende Arbeit. 
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Statt der Formeln II und IV, welche sich von der Amino- 
zimtsiure ableiten, kommen auch tautomere Strukturem mit der 
Doppelbindung zwischen Stickstoff und Kohlenstoff in Betracht, 
entsprechend den folgenden Formeln: 


Illa C,H,-CH,-C-COOH IVa C,H,-CH,-C-COOH 


N-CO-CH,-Cl N-CO-CH,NH,, | 


Durch Vereinigung des Azlactons II mit d-Glutaminsiure 
entsteht die Chloracetyl-dehydrophenylalanyl-d-glutaminsiure V 
und daraus mit Ammoniak das ungesittigte Tripeptid Glycyl- 
dehydrophenylalany]-d-glutaminsaure V!, in welcher die dehydrierte 
Aminosiure zwischen zwei gesittigte Aminosiuren eingefiigt ist. 

V Cl-CH,-CO-NH-C=CH-C,H, 


| , 
CO-NH-CH(COOH)-CH,-CH,» COOH 
Vi NH,-CH,-CO- NH-C=CH-C,H, 


o.NH-CH(COOH)-CH,-CH,-COOH 

In ganz analoger Weise wurde Glycyl-dehydrophenylalanyl- 

glycin 
VII NH,-CH,-CO-'NH-C(=-CH:C,H,):CO-NH-CH,-COOH . 
gewonnen. 

Der ungesittigte Zustand des Dehydrophenylalanin-restes hat 
zur Folge, daB bei der Hydrolyse des Tripeptids VII neben Glykokoll 
Phenylbrenztraubenséure und Ammoniak entstehen, nicht aber 
Phenylalanin. Analog verhalten sich die anderen eben genannten 
ungesattigten Peptide. 

Glycyl-dehydrophenylalanin (IV) wird durch das Ferment- 
gemisch des kiuflichen Pankreatins gespalten unter Bildung von 
Phenylbrenztraubensiure und unter Zuwachs von einem Carboxyl. 
Chloracetyl-dehydrophenylalanin wird dagegen nicht angegriffen. Die 
beiden ungesittigten Tripeptide VI und VII werden von dem ge- 
nannten Fermentgemisch gespalten, ohne da aber freie Phenylbrenz- 
traubensiure nachzuweisen wire. Dabei kann im Falle von VII das 
Dipeptid IV nicht als primires Spaltungsprodukt auftreten, da dieses 
unter gleichen Umstiinden leicht zu Phenylbrenztraubensiure weiter 
gespalten wiirde. Die Spaltung der Tripeptide durch Pankreatin 
erstreckt sich also auf die Peptidbindung zwischen dem Glycin- 
carbonyl und der Stickstoffgruppe des Dehydrophenylalanins, die 
in den Formeln VI und VII durch punktierte Linien markiert ist. 
Dabei diirfte zB. aus VII ein Dehydrophenylalanyl-glycin VIII 
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‘VIII NH,-C(=CH-C,H,):CO-NH-CH,-COOH 
oder dessen tautomere Iminoform entstehen und diese miissen 
durch anwesendes Wasser gréBtenteils zum Phenylpyruvoyl-glycin 


IX (,H,-CH,-CO-CO-NH-CH,-COOH 


gesspalten werden. Es scheint uns nun recht bemerkenswert, dag 
Pankreatin VIII und IX nicht weiter angreift (Phenylbrenztrauben- 
siure ist nicht nachzuweisen), wihrend das nahe verwandte Py- 
ruvoyl-glycin 

X CH,-CO-CO-NH-CH,-COOH 
und das ahnlich gebaute Pyruvoyl-phenylalanin unter den gleichen 
Umstinden leicht gespalten werden.) 

Diese Beobachtungen zeigen, daB im Pankreatin Merck ein 
Ferment vorhanden ist, welches Peptide des dehydrierten Phenyl. 
alanins von der Seite der freien Aminogruppe her hydrolysiert, 
aber seine Wirkungsgrenze an der dehydrierten Aminosiure findet. 
Dieses Ferment und die anderen Teilfermente des Pankreatins 
vermégen in unserem Fall Peptidbindungen nicht zu hydrolysieren, 
an welchen das Carboxyl des dehydrierten Phenylalanins oder das 
Carboxyl der Phenylbrenztraubensiure beteiligt sind. Handelt es 
sich dagegen um eine Peptidbindung des Carboxyls der Brenz- 
traubensiiure, so wird eines der Pankreatin-Teilfermente wirksam. 
Dieser Befund ist vom Standpunkt der Fermentspezifitat nicht 
uninteressant. 

Bei der katalytischen Hydrierung unserer dehydrierten Peptide 
haben wir aus dem Dipeptid IV das bekannte Glycyl-d,l-phenyl- 
alanin und aus dem Tripeptid VII das noch unbekannte Glycy!- 
d,l-phenylalanyl-glycin 

XI NH,-CH,-CO-NH-CH(CH,-C,H,)-CO-NH-CH,- COOH 
erhalten. Bei der Hydrierung des Tripeptids VI, das d-Glutamin- 
siure enthalt, fiihrt die Entstehung eines zweiten asymmetrischen 
Kohlenstoffatoms zur Bildung zweier stereomerer Tripeptide: 


XII NH,-CH,-CO-NH-CH-CH,-C,H, 
o.NH-CH(COOH)-CH,-CH,-COOH 
Glycyl-d-phenylalanyl-d-glutaminsiure und Glycyl-1-pheny!- 
alanyl-d-glutaminsiure, die wir beide isoliert haben. 
Durch unsere Versuche hat das Verfahren der Peptidsynthese 





') Vgl. die S. 196 dieses Bandes abgedruckte 32. Mitteilung von 
M. Bergmann und K. Grafe. 
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mit Hilfe der Azlactone acylierter Aminosiiuren') eine A usgestaltung 
erfahren, welche die lastige Abspaltung der Acetylgruppen mit 
ihrem unvermeidlichen Verlust an Peptid ganz iiberfliissig macht. 
Leider 1iBt das recht bequeme und ergiebige Verfahren vorerst 
nur ein beschranktes Anwendungsgebiet erwarten. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
fiir die Gewaihrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


Azlacton des Chloracetyl-dehydrophenyl-alanin 
(2-Chlormethyl-4-benzyliden-oxazolon-5). 
(Formel 11). 


40 g Chloracetyl-phenylserin?) vom Schmelzp. 167 (korr.) 
wurden mit 400 ccm Essigsiureanhydrid 15 Min. im Bad von 100° 
erhitzt, wobei rasche Lésung und erst gelbe, dann rotbraune 
Firbung eintrat. Nach dem Abkiihlen wurde unter geringem 
Druck verdampft, mit 25 ccm Tetrachlormethan versetzt und wieder 
verdampft. Es trat dann bald Krystallisation ein. Nach ein- 
stiindigem Stehen mit etwas Tetrachlormethan bei —20° wurde 
filtriert und das eingeengte Filtrat ebenfalls aufgearbeitet. Im ganzen 
wurden 19,3 g Azlacton erhalten entsprechend 56°/, d.Th. Die 
Ausbeute wird beeintrachtigt durch eine nebenher verlaufende 
Abspaltung von Chlorwasserstoff. Als Nebenprodukt entstehen 
gréBere Mengen eines Sirups, den wir nicht niiher untersucht 
haben. 

Zur Analyse wurde das Azlacton mehrmals aus Tetrachlor- 
methan krystallisiert und bei 56° unter 0,05 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 


0,1168 mg Substanz gaben 0,2542 g CO, und 0,0396 g H,O 


5,570 mg - » 0,320 com N (24°, 754mm, nach Pregl) 

0,1076 g " »  0,0699g AgCl 

C,,H,O,NCl (221,53) Ber. 59,599/,C 3,64°/, H 6,32°/,N 16,01°/, Cl 
Gef. 59,36 8,79 6,55 16,07 


Das Azlacton bildet gelbe, mikroskopische, rechteckige Platten. 
Ks schmilzt nach geringem Sintern bei 114°(korr.) zu einer farblosen 





') M. Bergmann, F. Stern und Ch. Witte, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 449, $. 277 (1926). 

*) E. Abderhalden und S. Buadze, Fermentforschung Bd. 8, 8. 489 
(1926). Da diese Forscher den Schmelzp. 155—157° angeben, haben wir 
unser héherschmelzendes Priparat analysiert. 


C,,H,,.0,NCl (257,56) Ber. 51,25°/, C 4,70°, H 5,449, N 18,77°/, Cl 
Gef. 50,98 4.74 5,60 13,93 . 
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Flissigkeit. Es lést sich spielend in Chloroform, Essigester und 
heibem Tetrachlormethan, betriichtlich in Ather, maBig in heiBem 
Ligroin. Beim Erhitzen mit starkem Alkali wird Phenylbrenz- 
trawbensiure gebildet, kenntlich an der griinen Kisenchloridfarbung. 
Jedoch haben wir deren Menge nicht bestimmt. 

Von kochendem Wasser wird das Azlacton allmihblich zersetzt. 
doch war die Zersetzung nach 25 Min. noch nicht vollstandig. 


Chloracetyl-dehydrophenylalanin (Formel III). 


4 g Azlacton wurden mit 50 ccm Aceton und 25 ccm Wasser 
1!/, Stunden riickflieBend gekocht. Nach dem Abkihlen wurde 
zur Entfernung des Hauptteils des Acetons und farbender Bei- 
mengungen zweimal mit je 100 ccm Ligroin durchgeschiittelt. Aus 
dem wiibrigen Teil krystallisierten dann 3,8 g Chloracetyl-dehydro- 
phenylalanin aus, das schon recht rein war. Die aus Wasser 
krystallisierte, lufttrockene Substanz enthielt kein Krystallwasser, 


0,1096 g Substanz gaben 0,2224 g CO, und 0,0400 g H,O 


2,976 mg “ » 0,153 cem N (20°, 759 mm, nach Preg!) 

0,1224 g rm » 90,0741 g AgCl 

©,,H,,O,NCI (239,54) Ber. 55,11°/, © 4,21°/, H 5,85°/, N 14,80°), Cl 
Gef. 55,34 4,08 5,98 14,98 


Chloracetyl-dehydrophenylalanin bildet centimeterlange, farb- 
lose prismatische Nadeln, die nach geringem Sintern bei 207 ° (korr, 
zu einer farblosen Fliissigkeit schmelzen. Es lést sich in heifem 
Wasser betrachtlich. Ferner lésen Aceton, Kisessig und Essigester, 
schwerer Ather und Alkohol. 

Die Verbindung reagiert erwartungsgem&B als _ einbasiscle 
Siure. 0,0550g in 10ccm Accton gelést, verbrauchten 2,321 ccm 
n/10-Natronlauge bis zur Rotfirbung von Phenolphthalein (Ber. 
2,296 ccm n/10-Lauge). 

Zur Uberfithrung in Chloracetyl-phenylalanin wurden 
1,2 g in 75 com Hisessig mit Wasserstoff und Palladiummohr be- 
handelt. Nach wenigen Minuten war die Wasserstoffaufnahme(123 ccm, 
22°, 750 mm statt 126 ccm fiir 1 Mol) beendet. Erhalten warden 
1,2 g Chloracetyl-phenylalanin, das nach dem Umkrystallisieren 
aus heiBem Wasser und aus Benzol den richtigen Schmelzp. 130,5° 
(korr.) zeigte. 4) 

Das Amid der Saure erhielten wir, als wir 2 g Azlacton in 
20 ccm gut gekihltes Methanol, das die nétige Menge Ammoniak 


') H. Leuchs und U. Suzuki, Chem. Ber. Bd. 37, S. 3313 (1904). 
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epthielt, eintrugen. Bei Raumtemperatur erfolgte bald Lésung 
und teilweise Abscheidung des Amids. Nach 30 Min. wurde ein- 
geengt, 80 lange sich noch Krystalle abschieden, und diese aus 
Wasser und Alkohol—Ather umkrystallisiert. Die lufttrockene 
Substanz verlor bei 78° und 0,1 mm iiber P,O, nicht mehr an 


Gewicht. 


4,950 mg Substanz gaben 10,015 mg CO, und 1,935 mg H,O 


3,630 mg »» » 0,381 ccm N (24°, 749 mm, ni ach Preg]) 

3,410 mg "9 » 2,092 mg AgCl (nach Carius) 

C,,H,,0N,Cl (238,56) Ber. 55,83°/,C 4,65°/,H 11,75°),N 14,86°/, Cl 
Gef. 55,18 4,37 11,89 15,18 


Das Amid schmolz gegen 189° (korr.) unter Dunkelfarbung 
und folgender Zersetzung. Es bildet zentrisch gruppierte Nadelchen 
oder unregelmaiBig begrenzte Tiafelchen, die sich leicht in heiBem 
Alkohol, wenig in hei8em Wasser und schwer in den meisten anderen 
Lisungsmitteln lésen. 


Glycyl-dehydrophenylalanin (Formel IV). 


8 g Chloracetyl-dehydrophenylalanin wurden mit 100 ccm 
wiBrigem Ammoniak, das bei 0° gesittigt war, bei Raumtempe- 
ratur in der Druckflasche bis zur Lésung geschiittelt und 3 bis 
4'Tage aufbewahrt. Nach dem Verdampfen unter geringem Druck 
wurde aus 60 ccm Wasser krystallisiert (4,8 g). Aus der Mutter- 
a wurden weitere 0,6 g gewonnen, so daB die Ausbeute gegen 

5°/, d. Th. betrug. ye Analyse wurde noch zweimal aus Wasser 
ts oaltears. 

Die lufttrockene Substanz enthielt 2 Mol Krystallwasser. 

0,7063 g lufttrockene Substanz verloren bei 78° und 0,03 mm iiber 
P.O; 0,0996 g. 

C,,H,,0,N, + 2H,O (256,14) Ber. 14,07°/, H,O 

Gef. 14,10 

0,1013 g getrocknete Substanz gaben 0,2218 g CO, und 0,0508 g H,O 

5,997 mg Substanz gaben 0,665 cem N (20°, 756 mm, nach Pregl) 

C,,H,,0,N, (220,11) Ber. 59,97, C 5,49°/, H 12,739, N 

Gef. 59,72 5,61 12,85 

Im Capillarrohr braunt sich das ungesiittigte Peptid von 260° 
an zunehmend und schmilzt bei 277° (korr.) zu einer tiefschwarzen 
Hliissigkeit, die gegen 300° Gas entwickelt. Das ungesiittigte 
Peptid lést sich sehr leicht in heiBem Wasser und scheidet sich 
aus der nicht zu verdiinnten Lésung beim Erkalten und Reiben 
mit dem Glasstab in farblosen, vierseitigen stark lichtbrechenden 
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Tafeln ab. In Kisessig lost es sich schon in der Kilte leicht, 
aber bald erfolgt wieder Abscheidung; vielleicht handelt es sich 
um ein essigsaures Salz. In Alkohol, Essigester, Aceton, Benzo] 
und Chloroform ist das Peptid schwer léslich. Es verbraucht Brom 
und reduziert Permanganat. 

In wiBriger Lésung verhilt sich das ungesittigte Peptid nahezy 
wie eine einbasische Saure: 0,0314 g Substanz (0,0312 g Substanz) 
wurden mit 2 ccm n/10-Natronlauge gelést und dann mit Essigsiure 
und Phenolphthalein zuriicktitriert. Verbraucht 1,267 (1,189) com 
n/10-Lauge entsprechend 0,89 (0,84) Mol. 

Bei der katalytischen Hydrierung erhielten wir Glycyl-d,1- 
phenylalanin, das bei 273° (korr.) unter Zersetzung schmolz, genau 
wie ein nach H. Leuchs und U. Suzuki’) aus Chloracetyl- 
phenylalanin bereitetes Priiparat. 

Spaltung mit Pankreatin: 0,1100 g ungesiattigtes Peptid, 
0,1 g Pankreatin Merck, 2 com Wasser und 2,5 ccm Phosphat- 
puffer (p,, 7,8), mit 0,5 cem n/5-Natronlauge auf p,, 7,6—7,8 ein- 
gestellt. Versuchstemperatur 30°. 








{ 
| 


Zeit Acidititszuwachs | Spaltung | I i + log - a 





225 Min. 0.55 ecm n/5-KOH 22°/, | —_ 0,000480 
405 Min. | 0,90 cem n/3-KOH 36°/, | ~—-0,000479 
Nach einem Tag war das Peptid zum gréBeren Teil gespalten. 
Phenylbrenztraubenséiure war in der Spaltungsfliissigkeit schon 
bald nach dem Ansatz des Versuchs nachzuweisen. Die Spaltuag 
geht mit dem kéutlichen Pankreatinpriparat ziemlich langsam 
vor sich; dies riihrt wohl daher, daB in dem Fermentpraparat 
das spaltende Ferment, vermutlich Erepsin, nur in geringen 
Mengen vorhandenist. Chloracetyl-dehydrophenylalanin wird unter 
denselben Versuchsbedingungen nicht gespalten. 





Chloracetyl-dehydrophenylalanyl-glycin. 
Cl-CH,-CO-NH-C(=CH-C,H,):CO-NH-CH,-COOH. 

Die Lisung von 1,1g Chloracetyl-dehydrophenylalanin-azlacton 
in 5cem Aceton wurde mit der Liésung von 0,4 g Glycin in 
5,4 com n-Natronlauge gemischt und 2 Stunden aufbewahrt. Auf 
Zusatz von 5,4 ccm n-Salzsiiure trat dann schnell Krystallisation 





') Chem. Ber. Bd. 37, S. 3313 (1904). 
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des chloracetylierten, ungesattigten Peptids ein. 0,98 g. Durch 
Kinengen der Mutterlauge wurden weitere 0,09 g erhalten, im 
ganzen also 72,v°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde dreimal aus Wasser krystallisiert. Die 
lufttrockene Substanz verlor bei 78° unter 0,05 mm nicht an 
Gewicht. 

0,1309 g Substanz gaben 0,2523 g CO, und 0,0500 g H,0. 

4,985mg yy » 9,405 cem N (21,5°, 767 mm, nach Preg)). 

6,070 mg ” - 2,973 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,Cl (296,58) Ber. C 52,60, H 4,42°), N 9,45°, Cl 11,96%, 
Gef. ,, 52,57 ,, 4,27 — ,, 9,50 » 18,8 

Im Capillarrohr trat von 185° an wachsende Dunkelfirbung 
ein und iiber 200° Verkohlung und Aufschiumen. Leicht léslich 
in Wasser, Alkohol und Aceton in der Siedehitze, recht schwer 
in Ather und iuBerst schwer in Essigester, Benzol und Chloroform. 
Aus Wasser farblose, nahezu quadratische Tafeln. 


Glycyl-dehydrophenylalanyl-glycin (Formel VII). 


Die Umwandlung der eben beschriebenen Chloracetyl- in die 
Glycylverbindung wird am besten mit methylalkoholischem Am- 
moniak, das bei —20° gesittigt ist, vorgenommen. 

8 g Chloracetyl-Verbindung wurden mit 100 ccm dieser Am- 
moniaklésung 5 Stunden aufbewahrt, dann unter geringem Druck 
verdampft und mehrmals mit Methanol iibergossen und wieder 
verdampft. Die hierbei entstehendeu Krystalle des dehydrierten T'ri- 
peptids (4,5 g entsprechend 60°/, d. Th.) behandelten wir mit 
wasserhaltigem Methylalkohol und krystallisierten dann um, indem 
wir in der 100 fachen Menge vorgewarmtem kochendem Wasser 
lésten, so schnell wie irgend médglich abkihlten und mit dem 


~ doppelten Volumen Athylalkohol versetzten. 


Zur Analyse wurde bei 78° und 0,1 mm iber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet, wobei die lufttrockene Substanz kaum mehr 
an Gewicht verlor. 

0,1045 g Substanz gaben 0,2149 g CO, und 0,0524 g H,0. 


3,390 mg - » 0,449 com N (25°, 755 mm, nach Pregl). 
C,3;H,,0,N, (277,14) Ber. C 56,299), H 5,459/, N 15,16°/, 
Gef. ,, 56,09 3,61 y 15,07 


Das Dehydro-tripeptid hat keinen scharfen Schmelzpunkt, 
sondern farbt sich von 215° an dunkel und zersetzt sich gegen 
224° (korr.) vollstindig unter Aufschiumen. Es bildet mikro- 
skopische, farblose, prismatische Niidelchen. Es entfirbt Perman- 
ganat sowie Bromwasser. 
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Nach der Hydrolyse von 1g Peptid mit 15 ccm konz 
Salzsiure bei 100° wahrend 1'/, Stunden schied sich Pheny]. 





brenztraubensaure ab. Eine weitere kleinere Menge wurde 
nach dem Verdiinnen mit Wasser und Ausithern gewonnen, zp. 
sammen 0,3 g oder 50°/, d. Th. Schmelzpunkt nach Umkrystallj. 
sation aus Benzol 156.5° (korr.) u. Zersetzung; mit Eisenchlorid 
entstand die bekannte Dunkelgriinfarbung. Die Mutterlauge wurde 
verdumpft, mehrmals mit Alkohol versetzt und wieder verdampft 
und dann mit Chlorwasserstoff—Alkohol verestert. In der Hitze 


blieben 0,1 g Salmiak ungeldst. Das Filtrat gab mit Ather bein, , 


Stehen in der Kialte 0,50 g Glykokollester-hydrochlorid vom Schmelz. 
punkt 144° (korr.) entsprechend 50°/, d. Th. Bei derselben Tem. 
peratur schmolz ein Gemisch mit einem auf andere Weise ge- 
wonnenen Priparat. 

Glycyl-d,l-phenylalanyl-glycin (Formel X1). 

2,5 g des eben beschriebenen ungesittigten Tripeptids wurden 
in 200 com Wasser aufgeschwemmt und in Gegenwart von Pal- 
ladiummohr hydriert. Nach etwa 1 Stunde war alles gelést unter 
Verbrauch von 228 ccm Wasserstoff (758 mm, 19°) an Stelle der 
berechneten 221 ccm. Nach Entfernen des Katalysators wurde 
unter geringem Druck verdampft und der farblose, krystallinische 
Riickstand aus Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 2,4 g. 

Zur Analyse -wurde noch mehrmals umkrystallisiert.  !)ie 
lufttrockene Substanz bildete lange Nadeln, die zwei Molekiile 
Krystallwasser enthielten. 

0,3844 g Substanz verloren bei 78° und 0,5 mm iiber P,O, 0,0452 ¢. | 


C,,H,,0,N, + 2H,O (315,19) Ber. H,O 11,43%, 
Gef. ,, 11,76 


4,630 mg getrocknete Substanz gaben 9,454 mg CO, und 2,615 mg H.0. \ 


8,951 mg » m » 8,054 mg CO, und 2,278 mg H,0. 
5,245 mg . m , 0,685 cem N (18°, 759 mm). 
3,653 mg re * » 0,476 cem N (18°, 759 mm). 


C,,H,,0,N, (279,16) Ber. © 55,88%, H 6,14°/, N 15,05°/, 
Gef. ,, 55,66 ,, 6,31 » 15,30 
» 55,62 , 648 ,, 15,27. 


Chloracetyl-dehydrophenylalanyl-d-glutaminsiure (Formel V). 


Zur Lésung von 3 g d-Glutaminsiure in 41 ccm n-Natron- 
lauge (2 Mol) wurden 4,5 g Chloracetyl-dehydro-phenylalanin- 








azlacton und 40 ccm Aceton gegeben. Rasch trat unter Blaufarbung 
Lisung ein und weiterhin Aufhellung der Farbe nach Hellrot. 





at 
- 
: 





om~ Ff sr cf *@y 


DE on op iin mt > ee ~~) 














nan — 








- 
Mass 


Uber Peptide dehydrierter Aminosiuren usw. 973 


Nach 11/, stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden 8,2 ccm 
5-n-HCl zugegeben und im Vakuum eingeengt. Sobald der Haupt- 
teil des Acetons vertrieben war, setzte sich ein Ol ab, das nach 
Zugabe einiger Tropfen Alkohol rasch krystallisierte. Ausbeute 
an Rohprodukt: 6,5 g oder 87°/, d. Th. Aus absolutem Alkohol 
erhielten wir 5 g schéner, langer, farbloser Nadeln. 

Zur Analyse wurde noch dreimal aus Alkohol krystallisiert 
und bei 20° und 0,1 mm iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz 


getrocknet. 
0,1055 g Substanz gaben 0,2019 g CO, und 0,0450 g H,0. 
5,300 mgs, » 0,362 ceem N (21°, 736 mm). 
01013 g_—SC,, » 09,0383 g AgCl. 


C,,H1,0.N,Cl (368,61) Ber. C 52,09, H 4,65°, N 7,60%/, Cl 9,62%, 
Gef. ,, 52,19 » a8 » 1,68 9 9,35 

Die Substanz lést sich in heiBem Wasser und Alkohol sowie 
in kaltem Aceton sehr leicht, in heiBem Essigester miBig schwer, 
in heiBem Benzol und Chloroform sehr schwer. Sie ist ziemlich 
zersetzlich. Schon, wenn man sie im Hochvakuum bei 78° zu 
trocknen versucht, firbt sie sich rosa und scheint Halogen zu 
verlieren. Die Substanz schmilzt im Capillarrohr bei 91—92° 
zu einer schaumigen Fliissigkeit zusammen. 


Glycyl-dehydrophenylalanyl-d-glutaminsaure (Formel VI). 


8 g Chloracetyl-dehydrophenylalanyl-d glutaminsiure wurden 
mit 100 ccm bei 0° gesiattigtem methylalkoholischem Ammoniak 
in der Druckflasche iibergossen, bis zur Lésung geschiittelt und 
5 Stunden bei 20° aufbewahrt. Danach wurden aus der nahezu 
farblosen Fliissigkeit Ammouiak und Methylalkohol unter geringem 
Druck verjagt und noch mehrere Male Methanol zugegeben und 
wieder abgedampft. Der zuriickbleibende Sirup krystallisierte 
beim Verreiben mit eiskaltem Methylalkohol ziemlich schnell. Die 
Krystalle wurden in wenig Wasser gelést und mit Aceton wieder 
abgeschieden. Sie waren das Mono-Ammoniumsalz der Glycyl- 
dehydrophenylalanyl-d-glutaminsiure und bildeten kleine zugespitzte 
Stabchen. Ausbeute 5 g (63°/, d. Th). 

Da dieses Ammoniumsalz beim Trocknen leicht Ammoniak 
abgibt, haben wir fiir die Analyse die freie Saure benutzt. Zu 
diesem Zweck wurde mit der berechneten Menge Bariumhydroxyd 
versetzt, das Ammoniak im Vakuum bei 40° vertrieben und das 
Barium mit Schwefelsiiure ausgefillt. Beim Verdampfen der 
waBrigen Lisung im Vakuum erhielten wir das ungesiittigte Tri- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVII. 19 
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peptid in schénen Nadeln, die in warmem Wasser ziemlich leicht 
léslich waren, sich aber gut daraus umlésen lieBen. Sie enthieltey 
lufttrocken etwa 1 Mol Krystallwasser. 

0,1326 g Substanz gaben (bei 78° und 0,1 mm iiber P,O, getr.): 0,26s0 ¢ 
CO, und 0,0640 g H,O. 

3,370 mg Substanz gaben 0,361 cem N (22°, 741 mm). 

CoH ON, (349,17) Ber. C 54,99°, H 5,48°/, N 12,04 
Gef. ,, 55,12 ,, 5,41 12,09 

In Alkohol und in den meisten organischen Lésungsmitteln 
ist das Tripeptid sehr schwer loslich. Beim Erhitzen im Capillar- 
rohr fiirbt es sich von 170° an zunehmend dunkel und zersety: 
sich bei 174° (korr.) vollstiindig. 

FKiir den Spaltungsversuch mit Pankreatin dienten 0,3662 ¢ 
Peptidgemisch, 0,18 g Pankreatin Merck, 4 ccm Wasser, 5 ccm 
Phosphatpuffer (p,, 7,8) mit 1,2 com n/5-NaOH auf p,, 7,6—7,8 ein- 
gestellt. Nach 14 Stunden betrug der Aziditiitszuwachs 1,14 ccm 
n/5-KOH entsprechend der Spaltung von 23°/, einer Peptid- 
bindung. Phenylbrenztraubensiiure war bei der Spaltung niclit 
entstanden. 

Hydrierung: Sie wurde in wiibriger Lésung in Gegenwari 
von Palladiummohr vorgenommen. Hierfiir haben wir gewéhilich 
das Ammonsalz des ungesittigten Tripeptids benutzt, 6fter aber 
auch das freie Tripeptid. Im ersten Fall erhielten wir die Glycyl- 
phenylalanyl-d-glutaminsiure als Monoammoniumsalz, das vie!!eiclit 
ein Gemisch der beiden zu erwartenden Stereomeren gewesen ist. 
Im zweiten Fall bekamen wir aus 8 g ungesittigtem Tripeptid 
ein Gemisch der beiden in den folgenden Abschnitten beschrieb« nen 
resiittigten stereomeren ‘T'ripeptide, die wir durch wiederiolte 
fraktionierte Krystallisation zerlegen konnten in 3,5 g Glycyl-d- 
phenylalanyl-d-glutaminsiiure und 2 g Glycyl-1-phenylalanyi-d- 
glutaminsiiure. Das erstgenannte Peptid war das in Wasser 
schwerer lésliche. 


Glycyl-d-phenylalanyl-d-glutaminsaure (Kormel XII). 

Das Tripeptid wurde fiir die Analyse noch zweimal aus 
Wasser krystallisiert. Hs enthielt in lufttrockenem Zustan 
3 Molekiile Krystallwasser, das bei 78° und 0,i mm iiber P,0, 
leicht zu entfernen war. 


0,6183 g lufttrockene Substanz verloren 0.0819 g H,O. | 
0,3298 g i“ - - 0,0454 ¢ H,O. 
C,611,,0,N, + 3H,O (405,24) Ber. H,O 13,34°/, Gef. H,O 18,25, 13,77 
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0,1041 g getrocknete Substanz gaben 0,2095 g CO, und 0,0560 g H,O. 


4,570 mg om - » 0,465 cem N (18°, 753 mm). 
C,¢Hy, ON, (351,19) Ber. C 54,67°/, H 6,03 °/, N 11,97°/, 
Gef. ,, 54,89 » 6,02 . 11,83 


Drehung der wasserfreien Substanz in Wasser: 
rayge = O54 x 8.7886, 
1 xX 1,0143 x 0,1787 , 
Nochmals aus Wasser krystallisiert: 
— 0,53° x 38,1237 


deal 1,0143 x 0,1530 ~ ~ 1%7°- 
Ein anderes Priiparat ergab: 
de — 0,53° x 38,4493 
lalb = 1x 1,0148 x 0,1668 = — 108°. 


Das Tripeptid zersetzt sich nach kurzem Sintern bei 199 bis 
200° (korr... In heiSem Wasser ist es ziemlich leicht léslich und 
krystallisiert daraus, wenn die Lésung nicht zu verdiinnt ist, in 
langen, farblosen Nidelchen. 

Um zu beweisen, daB in unserem Tripeptid das Pheny!- 
alanin in seiner d-Form enthalten war, haben wir eine kleine 
Menge des Tripeptids mit rauchender Salzsiure hydrolysiert, 


jedoch auf die vollige Trennung von Glutaminsiiure und Phenyl- 


alanin verzichtet, weil sie gréBere Substanzmengen erfordert hitte. 
Wir sind vielmehr so vorgegangen, daB wir das bei der Hydrolyse 
erhaltene Gemisch der 3 Aminosiure-Hydrochloride mehrmals 
in Wasser lésten und durch Kinleiten von Chlorwasserstoffgas 
wieder ein Gemisch der Hydrochloride von d-Glutaminsiure und 
Phenylalanin abschieden. Das Glykokoll bleibt unter diesen 
Umstiinden in Lésung. Die Elementaranalyse des Gemisches der 
aktiven Aminosiure-Hydrochloride ergab: 
Gef. C 45,41, 45,49°/, H 5,81, 5,76°), 

Nun sind fiir 
Glutaminsiure-Hydrochlorid C,H,,NO,Cl (183,5) Ber. C 32,69°/, H5,49°/, 
Phenylalanin—Hydrochlorid C,H,,NO,Cl (201,6) Ber. C53,58°/, H6,00°,, 

Also enthielt unser Gemisch etwa 39°/, d-Glutaminsiuresalz 
und 61°/, eines Phenylalaninsalzes, dessen Drehungssinn noch 


zu ermitteln war. 

Nun hat d-Glutaminsaure-hydrochlorid [a], = + 24,0° (in 
d/n-Salzsiure) und d-Phenylalanin-hydrochlorid |@},,= + 5,8° (in 
o/n-Salzsiiure). 

19” 
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Fiir ein Gemisch aus 39°/, d-Glutaminsiuresalz mit 61°. 
d-Phenylalaninsalz berechnet sich [a], =+ 12,9°; dagegen fiir 
ein Gemisch aus 39°/, d-Glutaminsiuresalz mit 61°/, 1-Phenyl- 
alaninsalz [@], =-+ 5,8°. 

Nun gab unser Salzgemisch [¢|, =+ 11,8°. Es lag also 
d-Phenylalanin neben d-Glutaminsiure vor. 


Glycyl-l-phenylalanyl-d-glutaminsaure (Formel XII). 


Die Gewinnung des Rohproduktes ist weiter oben beschrieben. 
Dasselbe wurde fiir die Analyse aus Wasser krystallisiert und 
bei 78° und 0,1 mm iiber P,O, getrocknet. 

0,1456 g Substanz gaben 0,2910 g CO, und 0,0798 g H,0O. 

5,685 mg ‘. » 0,598 cem N (20°, 742 mm, nach Preg)). 

C,eH,,O,N, (351,19) Ber. C 54,67°/, H 6,03°/, N 11,97°/, 

Gef. ,, 54,51 » 6,138 4, 11,96 
fa? — 0,23° x 83,3785 


1x 1.0143 x 0, =— 4,79 (i agsser). 
‘5 1 X 1,0143 xX 0,1623 »7° (in Wasser) 


Nach nochmaliger Krystallisation aus Wasser war [«];,’ =— 4,7°. 
Schmelzp. 204° (korr.) unter Zersetzung. Rhombische Tafeln. 
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Die Belebung von Dauerhefe. 


Von 


N. A. Krassilnikov. 


(Aus dem Botanischen Laboratorium des Medizinischen Instituts in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Januar 1930.) 


Sobotka?) und Abderhalden?) weisen darauf hin, daB die 
bei milder Temperatur getrocknete Hefe, die zur Bereitung des 
sogenannten Macerationssaftes dient, immer eine gewisse Menge 
von lebenden, wachstumsfaihigen Zellen enthalt. Euler und 
Barthel’) zeigen, daB die Menge der wachstumsfihigen Zellen 
nach Bearbeitung von Trockenhefe mit absolutem Alkohol etwa 
1/5000 der Gesamtzahl der Hefezellen ausmacht. Kine Zahl von 
derselben Ordnung erhielten Kostytschew, Medwedew und 
Kardo-Syssoiewa.*) Spiterhin haben Kostytschew und Fiar- 
mann) jedoch angegeben, daB die Anzahl der lebenden Zellen 
in Acetondauerhefe (Zymin) bedeutend gréBer ist, als in der bei 
milder Temperatur getrockneten Hefe. Die Wachstumsfihigkeit 
der Zyminzelien ist nach Kostytschew von verschiedenen iuBeren 
Bedingungen abhaingig und ist namentlich gréBer nach dem Ver- 
weilen in ziemlich konzentrierten Zuckerlésungen. 

Ich habe auf Vorschlag und unter Leitung von Professor 
G. A. Nadson die Wachstumsfahigkeit von einigen Zyminpripa- 
raten untersucht. Dieselben wurden nach den beiden Buchner- 
schen Methoden dargestellt und zwar sowohl nach dem Aceton— 
Ather-Verfahren, als nach dem Alkohol—Ather-Verfahren. Die 
Dauer der Behandlung mit den genannten Fliissigkeiten schwankte 
von einigen Minuten zu 30 Tagen. Die Girungsintensitit wurde 
nach der tiblichen Methode in kleinen Erlenmeyerschen Kolben 


1) Diese Zs., Bd. 134, S. 1 (1924). 

*) Fermentforschung. Bd. 8, S. 574 (1926). 

*) H. Euler u. Chr. Barthel, Diese Zs. Bd. 159, 8. 85 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 

*) Ebenda Bd. 176, 8S. 46 (1928). 











978 N. A. Krassilnikovy, 


mit GirverschluB nach Nadson-Burgwitz!) bestimmt. J). 
Wachstumsfahigkeit der Zyminzellen wurde auf folgende Weis» 
studiert: 0,35 g Zymin wurde in 100 ccm Wasser gleichmibij: } 
verteilt. 1 ccm dieser Suspension wurde wiederum in 100 cey, 
Wasser eingetragen. 1 ccm dieser zweiten Suspension wurde j), 
Petrischalen auf Bierwiirze-Gelatine ausgesiit und bei 16° kult’- 
viert. Nach 3 oder 4 Tagen wurden die erschienenen Kolonie: 
gezihlt und mikroskopisch untersucht. Die Resultate sind ay: 
den beiden folgenden Tabellen dargestellt. 





Tabelle 1. 


Zymin (0,035 mg), dargestellt durch Behandlung mit 
Aceton und Ather. 

















K olonien 
Dauer der Behandlung apnea Met* ee ieee 
Hefe Bakterien 
a 4100 | 35 
10, ee ee 3800 33 
1b, Coa ane 3600 33 
30 si be he Soe a Oe 3200 30 
/,@eenden =... sw ses 2700 | 31 
3 .. 1 eae 2500 30 
1 Tag (24Stunden). . .. . 1800 25 
0 a a 1500 23 
1 a a oe oe a er 1200 20 
20, a ee ee ee es 800 18 
00 «w (ak oe eRe el 600 18 J 
Die Giarfahigkeit der mit Aceton im Verlauf von 3 Stunde: L; 


behandelten Hefe war ziemlich normal im Vergleich mit de 
Buchnerschen Praparaten. Die Girfahigkeit des durch 30 tiigig: 
Behandlung mit Aceton dargestellten Zymins betrug mindesten- 
die Hilfte derjenigen des 3 Stunden mit Aceton behandelten Pr'- 
parats. 

Die durch Behandlung mit Alkohol—Ather dargestellte 
Priparate waren weniger girfiihig als die Acetonpriparate. Dic 
stimmt mit den Angaben Buchners iiberein. 

Die Anzahl der wachstumsfihigen Zellen ist in der {o. 
genden Tabelle dargestellt. 


') Wochenschr. f. Brauerei Bd. 42, S. 41 (1925). 
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D;. Tabelle 2. 
Zymin (0,035 mg), dargestellt durch Behandlung mit 
Alkohol und Ather. 








CCL Kolonien 
“T Dauer der Behandlung — 
“ Hefe Bakterien 
lti- ween Fe: Sena ae 
We} 10 Minuten ee a 1800 20 
aul 15 te moa a we. Me, ‘do @ 1500 17 
30 * ie ip me ke a 1300 15 
29Stunden ........ 900 13 
RE ee et Kw 500 | 10 
i a 300 | 9 
Lo a a ee en ee ee ee 100 8 
oy «x ee a oe” a ae 30 6 


. i. 
50 rr] » . . . . . e . . 1—2 ~ 











30 ,, Impfung mit 35mg. . 153 500 





Die Belebung und Sprossung der Zyminzellen habe ich auch 
uumittelbar im hingenden Tropfen unter dem Mikroskop beob- 
achtet. Hierbei bemerkt man folgendes: Nach 5—6 Stunden 
ei 18° wird das anfangs matte und beinahe homogene Plasma 
durchsichtiger; es erscheinen Vakuolen und Metachromatinkérn- 
chen, die Zellhaut wird deutlicher und schlieBblich hat man eine 
normale lebende und sprossende Hefezelie vor Augen. 

beim lingeren Aufbewahren unter Laboratoriumsverhiltnissen 
verlieren die Zyminzellen allméhlich ihre Wachstumsfahigkeit. 
So wurden in einem Falle nach der Impfung des frischen Zymins 
J035 mg) 2400 Kolonien erhalten. Nach 2 Monaten gab das- 
selbe Praparat unter denselben Verhiltvissen nur 1500 Kolonien. 

len In einem anderen Falle gab das frische Zymin 3500 Kolonien; 
e) nach 2'/, monatlichem Aufbewahren erhielt ich aber nur 1700 Ko- 
ge lonien. Die Anzahl der wachstumsfiihigen Zvyminzellen konnte 
ns iurch Aufbewahren in 10—20°/ igen Rohrzuckerlésungen erhdht 
ri werden, was mit den Angaben Kostytschews itbereinstimmt. 

Ks muB nicht auBer acht gelassen werden, da® vicle Kolonien 

e auf Bierwiirze-Gelatine nicht aus einer einzigen Zelle, sondern 
ie aus einer erheblichen Zellenmenge eutstehen, da eine vollkommene 
Trennung der einzelnen Zellen aus zusammeuklebenden Zell- 
|. — komplexen durch keine mechanischen Kinwirkungen méglich ist. 

Nie wirkliche Zahl der wachstumsfihigen Hefezellen in Zymin- 

priparaten ist also zweifellos gréBer als die Zahl der erhaltenen 
Kolonien. 
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Auf Grund meiner Beobachtungen komme ich zum Schluf, 
daB Zyminpraparate selbst nach dauernder Behandlung 
der Hefe mit wasserfreiem Alkohol, Ather und Aceton 
eine gewisse Menge von lebenden, wachstumsfahigen 
und girfaihigen Hefezellen enthalten. Hierbei muB ich be. 
merken, daB die Bearbeitung der Hefe mit wasserhaltigen orga- 
nischen Flissigkeiten ebenso wie die Bearbeitung der nicht ge. 
trockneten Hefe eine tiédliche Wirkung ausibt. So wurde z. B, 
in einem Versuch die Gesamtmenge der Hefezellen durch zwei- 
stiindige Behandlung mit Gemisch von 80°/,igem Alkohol und 
Ather getotet. 


Zum SchluB muB ich Herrn Prof. Dr. G. A. Nadson fiir 
die bestandige Unterstiitzung herzlich danken. 



































